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1ZVLECEK

Detekcija bakterije Erwinia amylovora v simptomati¢nih vzorcih je relativno enostavna, saj je
vzorcih, kjer je okuzba moc¢no napredovala in je tkivo zelo propadlo, pri vzorcih tretiranih s
fitofarmacevtskimi sredstvi, ki motijo teste in pri vzorcih, ki ne kazejo znamenj bolezni in
vsebujejo nizke koncentracije bakterij (prikrite ali latentne okuzbe). Metoda, ki je zelo
obcutljiva, ter hkrati specificna in omogoc¢a analizo tezavnej$ih vzorcev je PCR v realnem
Casu. Vecina obstoje¢ih molekularno-bioloskih testov za detekcijo Erwinia amylovora,
temelji na dolo¢anju plazmida pEA29, ki ga pa ni v vseh bakterijah v naravi. Bakterij brez
plazmida tako ne zaznamo, kljub temu, da so Se vedno sposobne povzrocati bolezenska
znamenja. Za zaznavanje vseh bakterij Erwinia amylovora ne glede na njihov plazmidni
profil smo razvili PCR v realnem casu s tar¢o na kromosomski DNA. V povezavi z
avtomatizirano izolacijo DNA lahko v vzorcih z izrazenimi znamenji bolezni zanesljivo
zaznamo vsaj 10’ celic mL™" (=4 celice na reakcijo). Pri analiziranju vzorcev na prikrito
okuzbo nam PCR v realnem ¢asu omogoca kvantifikacijo bakterije pred obogatitvijo in po
njej v splosnem in selektivnem gojis¢u. Na ta naéin ugotavljamo zivost E. amylovora, tudi
kadar bakterij po obogatitvi na gojis¢u ne moremo izolirati v Cisti kulturi.

Kljué¢ne besede: Erwinia amylovora, hrusev ozig, PCR v realnem ¢asu, latentna okuzba

ABSTRACT

DEVELOPMENT OF REAL- TIME PCR FOR DETECTION OF ERWINIA AMYLOVORA
AND ITS USE IN DIAGNOSTICS

Detection of Erwinia amylovora in symptomatic samples is usually straightforward as bacteria
are present in large numbers and grow well on artificial media. Reliable diagnosis, however,
can be difficult when bacteria are hindered in their growth on artificial media or their numbers
are low due to abundant tissue necrosis, samples treated with pesticides or bactericidal
compounds, and symptomless samples. For such samples there is a need for a sensitive
method of detection i.e. real-time PCR. Existing real-time PCR systems for detection of E.
amylovora target pEA29 which is relatively stable but is not present in all pathogenic isolates
in nature. We have developed real-time PCR systems targeting chromosomal DNA that
enables specific detection of all E. amylovora regardless of their plasmid profile. Combined
with an automated DNA extraction method the real-time PCR assays reliably detected at
least 10° cells mL" of the pathogen from blighted woody plant material (= 4 cells per
reaction). In testing of symptomless samples, absolute quantification of E. amylovora before
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and after enrichment in liquid media provided proof of E. amylovora viability and ability to
multiply also in cases when subsequent isolation in pure culture was not possible.

Key words: Erwinia amylovora, fire blight, real time — PCR, latent infection
1 UVOD

Erwinia amylovora (Burill) Winslow et al. je bakterija, ki povzro¢a bolezen hrusev ozig.
Bakterija je patogena za rastline iz druzine roznic (Rosaceae) kjer okuzuje priblizno 200
razli¢nih vrst v 40-ih rodovih. Najpogosteje omenjeni rodovi so: Malus, Pyrus, Crataegus,
Chaenomeles, Cotoneaster in Cydonia. Bakterija je uvrS¢ena na II.A.Il seznam $kodljivih
organizmov v EU in Sloveniji. Vsako leto se pri nas vrSi uradni nadzor hruSevega oZiga, ki ga
vodi Fitosanitarna uprava Republike Slovenije. Gre za zdravstvene preglede gostiteljskih
rastlin v skladu s Pravilnikom o ukrepih za preprecevanje Sirjenja in zatiranja hruSevega oziga
(Uradni list RS, s§t. 18/04, 44/04, 21/05 in 21/07). Testiranje vzorcev na bakterijo E.
amylovora poteka v skladu s EPPO diagnosti¢nimi protokoli (EPPO, 1992, 2004). Pri
dolo¢anju novejse molekularno — bioloske metode (PCR, vgnezdeni PCR in PCR v realnem
¢asu) dopolnjujejo starejSe seroloske metode (ELISA, IF). Tako smo tudi v letu 2006 v naSem
laboratoriju uvedli metodo PCR v realnem casu s setom oligonukleotidnih zacetnikov in
sondo s tar¢o na plazmidu pEA29, ki sta jih razvila Salm in Geider (2004). Prednost metode
PCR v realnem casu pred klasi¢no metodo PCR je v hitrosti izvedbe, zmanjSanju moznosti
navzkrizne kontaminacije med vzorci, navadno je bolj specificna in bolj obcutljiva.
Pomanjkljivost ze razvite metode PCR v realnem casu (Salm in Geider, 2004) je v tem, da
oligonukleotidni zacetniki nalegajo na specifi¢ni del sekvence plazmida pEA29, ki ga pani v
vseh patogenih sevih bakterije E. amylovora (Llop et al., 2006). S testom tako ne zaznamo
vseh sevov E. amylovora. Teh sevov v naravi po znanih podatkih ni veliko, so pa jih nasli na
razliénih geografskih obmocjih (Llop et al., 2008), zato smo za dolocanje vseh sevov E.
amylovora razvili dva seta oligonukleotidnih zacetnikov in sond na specificnem delu
kromosoma bakterije E. amylovora. En sistem smo razvili na delu gena ki je pomemben za
sintezo amilovorana, polisaharida, ki je zelo pomemben pri patogenosti bakterije in drugega
na ITS regiji, ki se zaradi velike raznolikosti med sorodnimi bakterijami velikokrat uporablja
za razvoj molekularnih metod (Li in DeBoer, 1995; Pastrik et al., 2002). Specifi¢nost in
obcutljivost metode PCR v realnem casu s tar¢o na kromosomski DNA je opisana v Pirc et al.
(2009, v tisku). V nadaljevanju bomo prikazali primerjavo obcutljivosti nove metode z
uveljavljeno metodo vgnezdene PCR reakcije (Llop et al., 2000).

2 MATERIAL IN MATODE
2.1. Rastlinski material

Izbrali smo 8 rastlinskih ekstraktov iz simptomati¢nih vzorcev razli¢nih gostiteljskih rastlin
(jablana, hruska, panesplja, kutina, neSplja, skors, glog in ognjeni trn). Ekstrakti so bili
predhodno testirani s standardnimi metodami na bakterijo E. amylovora in so bili negativni.
Vsak ekstrakt smo razdelili 3 x po 90 ul in dodali 10 pl suspenzije bakterije E. amylovora v
razlicnih koncentracijah. Kon€ne koncentracije bakterije E. amylovora v pripravljenih vzorcih
so bile 1,8 x 10*, 1,8 x 10% in 1,8 x 10? celic E. amylovora mL™" rastlinskega ekstrakta.

2.2 Izolacija DNA
Iz ekstraktov z dodano bakterijo E. amylovora smo izolirali DNA z uporabo QuickPick ™ SML

Plant DNA kita (Bio-Nobile) in KingFisher® mL sistema (Thermo Labsystem; Pirc et al., 2009,
v tisku).
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2.3 Vgnezdena PCR reakcija

Vgnezdeno reakcijo smo izvajali kot je opisano v Llop et al., (2000). PCR produkte smo
analizirali na 1,5 % agaroznem gelu obarvanem z etidijevim bromidom. Vgnezdeno reakcijo
smo za vse vzorce ponovili najmanj dvakrat.

2.3 PCR v realnem ¢asu

Sekvence zacetnih oligonukleotidov, sonde, reakcijska meSanica ter pogoji pomnoZzevanja so
opisani v Pirc et al. (2009, v tisku) ter Salm in Geider (2004). Po 8 pl pripravljene reakcijske
mesanice smo nanesli na optiéno ploScico (Applied Biosystems) in v vsako reakcijsko
mesanico dodali 2 yl izolirane DNA. Vsak vzorec smo na ploscico nanesli v treh ponovitvah.
PloS¢ico smo pokrili z lepljivo folijo, centrifugirali in jo vstavili v detektor ABI PRISM 7900HT
Sequence Detection System (Applied Biosystems). PCR v realnem ¢asu smo analizirali z
raCunalniskim programom SDS 2.2.2. (Applied Biosystems).

3 REZULTATI IN RAZPRAVA

Z metodo PCR v realnem ¢asu smo ne glede na uporabljen sistem zanesljivo zaznali bakterijo
E. amylovora v vseh ekstraktih s koncentracijami 1,8 x 10* in 1,8 x 10° celicmL™" .
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Preglednica 1: Primerjava treh sistemov PCR v realnem ¢asu in vgnezdene PCR reakcije pri dolocanju bakterije
E. amylovora v ekstraktih z dodano bakterijo v koncentraciji 1,8x10* — 1,8x10 celic mL™" . + (pozitiven konéni
rezultat) pomeni, da smo v vsaj 50% zabelezili pozitiven rezultat med ponovitvami in — (negativen kon¢ni
rezultat), ¢e smo pozitiven rezultat zabelezili v manj kot 50% ponovitev.
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V nasprotju pa smo z metodo vgnezdene PCR reakcije zaznali E. amylovora pri 75%
ekstraktov s koncentracijo 1,8 x 10* E. amylovora celic mL™ (6 pozitivnih/8 testiranih) in le
pri 50 % ekstraktov s koncentracijo 1,8 x 10° E. amylovora celic mL™" (4 pozitivni/8
testiranih; preglednica 1). Pri ekstraktih s koncentracijo E. amylovora 1,8 x 10% celic mL™" z
vgnezdeno PCR reakcijo nismo dobili pozitivnega rezultata. V istih vzorcih smo z metodo
PCR v realnem casu dobili pozitivni rezultat v 88 % ekstraktov z ITS sistemom (7
pozitivnih/8 testiranih), medtem ko sta procenta uspesnosti dolo¢evanja pri Ams in pEA29
sistemu precej nizja (Ams — 13 % (1 pozitiven/§ testiranih) ; pEA29 — 38 % (3 pozitivni/8
testiranih). Vecja obcutljivost sistema ITS sistema v primerjavi s sistemom Ams je posledica
pojava tarénega zaporedja v vecjem Stevilu kopij na genomu.

4 SKLEPI

Kot smo pokazali v Pirc et al. (2009, v tisku) je uvedena metoda specifi¢na, s poskusom
opisanem v tem prispevku, kjer smo jo primerjali z metodo vgnezdene PCR reakcije (Llop et
al., 2000) pa smo potrdili njeno boljSo obcutljivost in zanesljivost. S specifiénim
pomnozevanjem tarénega zaporedja na kromosomu omogoca tudi zaznavanje sevov E.
amylovora brez plazmida pEA29. Dodatne prednosti: z razvojem razli¢nih sistemov s
katerimi pomnozujemo razlicne dele genoma bakterije E. amylovora zmanj$amo moznost
navzkriznih reakcij in s tem lazno pozitivnih rezultatov. Uporabljamo jo lahko tako pri
problemati¢nih simptomati¢nih vzorcih kot tudi pri testiranju latentnih vzorcev. Metoda je
ustrezna tudi za dolo¢anje E. amylovora v cvetovih.
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