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Streszczenie

W Zaktadzie Nasiennictwa i Ochrony Ziemniaka IHAR w Boninie opracowano i opatentowano kilka
szybkich, prostych testow, m.in. filtracyjny typu Flow — Patent nr PL213858B1, immunofiltracyjny —
Patent PL213857B1 i paskowy typu Lateral Flow, do wykrywania kwarantannowych bakterii Cms.
Filtracyjny jest przydatny do szybkiej i specyficznej identyfikacji kultur jednorodnych komorek bakteryj-
nych. Wykorzystano w nim porowatg bfone filtracyjng, zatrzymujgcq na swojej powierzchni komorki
bakteryjne. Komorki bakteryjne sq wybarwiane ztotem koloidalnym za pomocg poliklonalnych przeciw-
ciat kréliczych skierowanych na bakterie Cms, znakowanych nanoczgsteczkami ztota koloidalnego.
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Zaletg jest czutos$¢, odpowiadajgca czutosci ELISA, i mozliwo$¢ bezposredniej obserwacji wyniku go-
fym okiem. Opracowane rozwigzania umoZzliwiajg zminimalizowanie kosztow testu i zbadanie wielu
prob jednoczednie w zaledwie kilkanascie minut. Test immunofiltracyjny to potgczenie immunofiltracji i
immunofluorescencji po$redniej, moze by¢ stosowany w przypadku silnie zanieczyszczonych préb
pozyskiwanych ze Srodowiska naturalnego. Test paskowy, odpowiadajgcy czutosciq ELISA i IFAS,
moze by¢ wykonywany poza laboratorium, nie wymaga skomplikowanego zaplecza ani doswiadczenia
badawczego i pozwala na uzyskanie specyficznego wyniku w przeciggu kilku minut.

Stowa kluczowe: diagnostyka, metody immunologiczne, patogeny bakteryjne, ziemniak

Abstract

Simple tests to detect quarantine bacteria Cms, such as flow-type filter test - Patent No. PL213858B1,
immuno-filter test - Patent PL213857B1, and lateral flow test, were developed and patented in the
Department of Potato Protection and Seed Science in Bonin. The filter test is useful for rapid and spe-
cific identification of homogeneous cultures of bacterial cells. In the first step, the cells are captured on
the surface of the porous filter. Next, the cells are stained with Cms-specific, rabbit polyclonal antibod-
ies, labeled with colloidal gold. The advantages of this test are the ELISA-like sensitivity and the visual
detection with the naked eye. Therefore, developed method minimizes the cost and facilitates high
throughput detection of Cms in a few minutes. Another approach, immuno-filter test, combines im-
munodfiltration and indirect immunofluorescence. Therefore, it can be used for Cms detection in the
environmental samples, heavily contaminated with natural microorganisms. Finally, lateral flow test,
also corresponding to the sensitivity of ELISA and IFAS, can be performed outside the laboratory,
does not require complex facilities or research experience, and allows achieving a specific result in

just a few minutes.
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ulwy ziemniaka pozostajg przez caty

okres wegetacji w statym kontakcie z

glebg zasiedlong przez miliony mi-
kroorganizmow, sg wiec narazone na rézne-
go rodzaju infekcje. Bardzo duze znaczenie
majg zaréwno choroby bakteryjne wywoty-
wane przez organizmy kwarantannowe, jak i
bakterie niepodlegajace obowigzkowi zwal-
czania z urzedu. Sposréd tych pierwszych
jako istotne w uprawie ziemniaka wymienia
sie bakterie Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus odpowiedzialne za bak-
terioze pierscieniowg ziemniaka oraz bakte-
rie Ralstonia solanacearum, sprawce choro-
by zwanej potocznie sluzakiem. Do jednych
Z najczesciej wymienianych niekwarantan-
nowych bakterii powodujgcych powazne
straty gospodarcze nalezg bakterie wcze-
$niej klasyfikowane do rodzaju Erwinia, na-
tomiast obecnie do rodzajow Pectobacterium
(Pectobacterium atrosepticum, P. carotovo-
rum subsp. carotovora, P. wasabiae) oraz
Dickeya (Dickeya dianthicola i D. solani).
Wymienione bakterie powodujg choroby
licznych gatunkéw roslin uprawnych i ozdob-
nych, a w przypadku ziemniaka sg czynni-
kiem sprawczym takich choréb jak czarna
noézka oraz mokra zgnilizna (Waleron i in.
2014, Potrykus i in. 2016).

W diagnostyce bakteryjnych chordb
ziemniaka wykorzystuje sie wiele réznych
metod. Jednymi z najbardziej popularnych,
obok licznych metod molekularnych i biolo-
gicznych, sg metody serologiczne (immuno-
logiczne). Sg one stosowane do identyfikaciji
bakteryjnych patogendéw ziemniaka, wyko-
rzystujg  przeciwciata  (immunoglobuliny)
skierowane przeciwko odpowiednim bakte-
riom chorobotwérczym. Pomimo tego, ze
techniki diagnostyczne z zastosowaniem
przeciwciat zostaty wprowadzone do wykry-
wania i identyfikacji bakteryjnych patogenow
ziemniaka w latach 70. ubiegtego stulecia,
nadal cieszg sie duzg popularnoscig w dia-
gnostyce tych choréb ze wzgledu na stosun-
kowo niskg cene, krétki czas wykonania du-
zej liczby testow i stosunkowo wysokg czu-
tos¢ (Przewodowski, Barnyk 2010).

Zasada dzialania metod
immunologicznych

Cechg wspdlng immunologicznych metod
diagnostycznych jest wykorzystanie oddzia-
tywania przeciwciat z odpowiadajgcymi im
antygenami i tworzenie odpowiednich kom-
pleksow antygen — przeciwciato (Mierzwa
1985). Przeciwciata jako czastki biologiczne
majg za zadanie ochrone organizméw zy-
wych, zwykle zwierzecych/ludzkich, przed
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licznymi chorobami. Witasciwos¢ te wykorzy-
stano w diagnostyce immunologicznej do
opracowania testow umozliwiajacych wykry-
wanie patogendw wywotujacych okreslone
choroby za pomocg odpowiednio specyficz-
nych, rozpoznajacych te patogeny przeciw-
ciat.

Opracowanie testu immunologicznego
rozpoczyna sie zazwyczaj od identyfikacji i
opracowania specyficznego dla danej bakte-
rii antygenu. Antygenem (elementem rozpo-
zZnawanym przez przeciwciata) moga by¢
zarowno cate komorki bakteryjne, jak i ich
fragmenty lub wyizolowane z nich biatka,
wielocukry czy tez inne substancje. Odpo-
wiednio przygotowany antygen podaje sie
dozylnie zwierzeciu.

Czutosc¢ i specyficznos¢ testéw serolo-
gicznych jest Scisle zwigzana z jakoscig
przeciwciat uzytych w badaniu. W diagnosty-
ce serologicznej wykorzystuje sie dwa rodza-
je przeciwciat: mono- i poliklonalne.

Przeciwciatami monoklonalnymi okresla
sie zwykle zbior przeciwciat o jednakowej
swoistosci i powinowactwie wzgledem dane-
go antygenu (ciata obcego lub czesciej sub-
stancji biatkowej wywotujgcej produkcje
przeciwciat w organizmie). Sg one wytwa-
rzane przez komérki stanowigce jeden klon,
czyli wywodzgce sie od pojedynczej komorki.
Cechg wyrdzniajacg je od przeciwciat poli-
klonalnych jest ich jednakowa swoistos¢, sita
wigzania z antygenem oraz homogenicznosc¢
czgsteczek, z ktorymi reagujg (Skowicki,
Lipinski 2016).

Mechanizm powstawania przeciwciat mo-
noklonalnych odkryli w 1975 r. Koehler i Mil-
stein, za co w 1984 r. otrzymali Nagrode
Nobla. Opracowali oni rowniez sposéb wy-
twarzania  przeciwciat  monoklonalnych.
Pierwszy etap polega na potaczeniu (fuzji)
mysich komoérek myeloma z mysimi limfocy-
tami B, wytwarzajacymi specyficzne prze-
ciwciata. Na kolejnym etapie dochodzi do
fuzji komorek plazmatycznych z komorkami
nowotworowymi szpiczaka, selekcji komoérek
oraz hodowli wybranego klonu wytwarzaja-
cego zadane przeciwciata. Dzieki tej meto-
dzie mozna otrzymac stabilne linie komérek
dzielagcych sie nieograniczong ilos¢ razy,
wytwarzajgcych jednoczesnie wysoce specy-
ficzne przeciwciata monoklonalne (Zielinski,
Ptucienniczak 2009).

Przeciwciata poliklonalne uzyskiwane sg
zazwyczaj w obecnosci wiecej niz jednego
klonu komorek, przez co wigzg rozne epitopy
(fragmenty antygenu wigzace sie z przeciw-
ciatem) i wykazuja rézne powinowactwo
wzgledem tego samego antygenu. Sg one
zazwyczaj mniej specyficzne, ale bardziej
czute w poréwnaniu z przeciwciatami mono-
klonalnymi oraz fatwiejsze i tansze do otrzy-
mania (Stochta, Przewodowski 2014).

Sam proces powstawania przeciwciat po-
liklonalnych nastepuje na drodze odpowiedzi
immunologicznej po zaszczepieniu zwierze-
cia (np. krélika) przygotowang wczesniej
mieszaning immunizacyjng z antygenem i
pojawieniu sie po pewnym czasie przeciwciat
w organizmie (we krwi) zwierzecia. Czas
potrzebny do uzyskania wymaganego steze-
nia i przeciwciat wysokiej jakosci jest uzalez-
niony od wifasciwosci antygenu oraz cech
osobniczych zwierzecia.

Po wykonaniu petnej serii szczepien
sprawdza sie, na ile wytworzone przeciwcia-
ta sg przydatne do opracowania przysztego
testu diagnostycznego. W tym celu izoluje
sie przeciwciata z surowicy krwi, oddzielajgc
je od pozostatych biatek oraz komponentow i
substancji znajdujgacych sie w krwi zwierze-
cia. Chcac polepszy¢ wiasciwosci (ilos¢ i
jako$¢) wytworzonych przeciwciat, wraz z
antygenem podczas immunizacji podaje sie
substancje zwane adiuwantami, ktorych za-
daniem jest zwiekszenie skutecznosci
szczepienia poprzez wzmocnienie odpowie-
dzi immunologicznej immunizowanego zwie-
rzecia (Zabtocki 1970).

Znakowanie przeciwciat
a sposob wykrywania
Aby opracowac¢ odpowiedni test immunolo-
giczny, konieczne jest zastosowanie odpo-
wiednich czasteczek — znacznikéw (marke-
réw), ktére po potaczeniu z przeciwciatem w
tzw. koniugaty postuzg nastepnie do specy-
ficznego wykrywania bakterii patogennych.
W zaleznosci od rodzaju uzytego znacz-
nika istniejg rézne metody immunologiczne
oraz zwigzane z nimi sposoby wykrywania
obecnosci wykrywanych komoérek bakteryj-
nych. | tak przyktadowo wyrdézniamy radio-
immunoanalize (ang. Radioimmunoassay —
RIA), w ktérej jako markery wykorzystywane
sg radioizotopy. Kolejny przyktad to immu-
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noanaliza enzymatyczna (ang. Enzyme
Immunoassay — EIA), w ktorej przeciwciata
znakowane sg enzymem. Antygen jest przy-
taczany do znakowanego enzymem prze-
ciwciata. Po podaniu substratu dla enzymu
nastepuje reakcja enzymatyczna dajaca
barwny produkt. Reakcja barwna $wiadczy o
obecnosci mikroorganizmu produkujgcego
antygen oddziatujacy z przeciwciatem. Inten-
sywnos$¢ barwy otrzymanej w wyniku reakcji
enzymatycznej moze postuzy¢ nie tylko do
oznaczen jakosciowych, ale takze iloscio-
wych.

Czesto stosowang metodg jest immuno-
analiza fluorescencyjna (ang. Fluorescen-
ce Immunoanalysis — FIA), w ktérej znaczni-
kiem jest specyficzny barwnik fluorescencyj-
ny (Oellerich 1980, Zabicka 2010, Namie$nik
2003). Metody radioimmunologiczne, pomi-
mo ich wysokiej czutosci i specyficznosci,
stosowane sg rzadko, z uwagi na problemy
zwigzane ze stosowaniem radioaktywnych
izotopow (krétki czas aktywnosci) oraz wy-
soki koszt wyposazenia analitycznego (Na-
miesnik 2003). W laboratoriach diagnostycz-
nych najczesciej stosowane sg testy immu-
nofluorescencji posredniej IFAS oraz test
immunoenzymatyczny ELISA (Waleron i in.
2010).

Metody immunologiczne

w diagnostyce bakterii ziemniaka

Jednym 2z najbardziej popularnych testéw
diagnostycznych stuzacych do wykrywania i
identyfikacji bakteryjnych patogenéw ziem-
niaka jest test posredniej immunofluore-
scencji — IFAS (ang. Indirect Fluorescent
Antibody Staining). Polega on na unieru-
chamianiu bakterii na szkietku mikroskopo-
wym, wykrywaniu komorek bakteryjnych
przeciwciatami pierwszorzedowymi skiero-
wanymi przeciwko tym bakteriom i na kolej-
nym etapie — wykrywaniu przyczepionych do
bakterii przeciwciat za pomoca innych, dru-
gorzedowych przeciwciat znakowanych do-
datkowo barwnikiem fluorescencyjnym. Bar-
wik ten, wzbudzony sSwiattem UV, emituje
Swiatto w zakresie widzialnym, co z kolei
umozliwia bezposrednig obserwacje bakterii
za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego
(Przewodowski, Barnyk 2010). Pozytywne
wyniki testu IFAS wymagajq jednak potwier-

dzenia testami molekularnym PCR oraz bio-
logicznym na oberzynie. Wadg drugiej z me-
tod jest jej czasochtonnos¢. Test moze trwac
wowczas tgcznie nawet 40 dni (Brzozowski
2007).

Czestg alternatywg dla testu immunoflu-
orescencyjnego jest immunoenzymatyczny
test ELISA (ang. Enzyme-Linked Immuno-
sorbent Assay). Jego zaletg jest mozliwo$é
badania duzej liczby prob (Alvarez 2004).
Test ELISA moze byé posredni lub bezpo-
sredni. Posredni, najczesciej uzywany w
badaniach naukowych, wykorzystuje dwa
rodzaje przeciwciat z dwoch gatunkow zwie-
rzat (przeciwciata pierwszo- i drugorzedo-
we). W tescie bezposrednim antygen jest
wykrywany za pomocg tylko jednego prze-
ciwciala — od jednego gatunku zwierzecia.
(Zacharzewska, Treder 2014). W metodzie
tej, i jej modyfikacjach, przeciwciata sg unie-
ruchamiane na powierzchni statego nosnika,
ktorym moze by¢é np. mikroptytka, kulki
szklane lub kulki z tworzyw sztucznych (Na-
miesnik 2003). Po usunieciu niezwigzanych
przeciwciat naktada sie probe z antygenem
(np. bakterie) i inkubuje przez okreslony
czas w statej, ScisSle okreslonej temperatu-
rze, aby umozliwi¢ utworzenie kompleksu
antygen — przeciwciato.

Kolejnym elementem jest wprowadzenie
roztworu przeciwciat, potaczonych z odpo-
wiednim enzymem (koniugat). W metodzie
posredniej wprowadza sie najpierw przeciw-
ciala rozpoznajace antygen (przeciwciata
pierwszorzedowe), a nastepnie przeciwciata
z innego gatunku zwierzecia znakowane
enzymem, rozpoznajace przeciwciata tagcza-
ce sie z antygenem (przeciwciata drugorze-
dowe). Najczesciej stosowane enzymy to
fosfataza alkaliczna, peroksydaza chrzano-
wa oraz oksydaza glukozowa. Ostatnia faza
to dodanie substratu dla enzymu, ktéry w
momencie zajscia reakcji zostaje przetwo-
rzony na barwny produkt, np. fosfataza alka-
liczna z fosforanem p-nitrofenolu jako sub-
stratem daje zo6ttg barwe. ELISA jest wiec
metoda kolorymetryczng. Zmiana barwy ba-
danej préby mierzona jest spektrofotome-
trycznie, natomiast intensywnos¢ barwy w
odniesieniu do préby zerowej (negatywnej)
Swiadczy o ilosci antygenu wykrytego w pro-
bie.
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Rys. 1. Schemat testu DAS-ELISA. (1) Unieruchamianie specyficznych przeciwciat na podfozu,
(2) Przytgczanie antygenu znajdujgcego sie w badanej probie, (3) Przytaczenie przeciwciat
pierwszorzedowych z enzymem (koniugat), (4) Dodanie substratu i jego zamiana przez enzym
na barwny produkt reakcji
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Rys. 2. Schemat testu TAS-ELISA. (1) Unieruchamianie specyficznych przeciwciat na podfozu,
(2) Przytaczanie antygenu znajdujgcego sie w badanej probie, (3) Przytaczenie przeciwciat
pierwszorzedowych, (4) Przytgczenie przeciwciat drugorzedowych z enzymem (koniugat),

(5) Dodanie substratu i jego zamiana przez enzym na barwny produkt reakcji

Do wykrywania i identyfikacji patogennych
bakterii roslinnych (w tym bakterii ziemniaka)
najczesciej wykorzystywany jest posredni
test DAS-ELISA (ang. Double Antibody
Sandwich ELISA) — rys. 1 lub TAS-ELISA
(ang. Triple Antibody Sandwich ELISA) (Al-
varez 2004) —rys. 2.

Rozwdj nowych technologii, opracowanie
nowych materiatéw i znacznikéw spowodo-
waly, ze sposréd metod immunologicznych
coraz czesciej doceniane ze wzgledu na
szybkos¢ i tatwos¢ uzycia sg immunochro-
matograficzne testy paskowe typu Lateral
Flow —rys. 3 i 4). Testy te pozwalajg na wy-
krywanie jednej lub wiecej bakterii wyizolo-
wanych z ekstraktu na tym samym pasku i

moga by¢ stosowane nie tylko w laborato-
rium, lecz réwniez w warunkach polowych
(Przewodowski, Barnyk 2010).

Efektem badan prowadzonych w Zakia-
dzie Nasiennictwa i Ochrony Ziemniaka w
Boninie jest opracowanie i opatentowanie
kilku szybkich, a jednoczesnie prostych te-
stébw immunologicznych, m.in. testu filtra-
cyjnego typu Flow-Through (Przewodow-
ski, Barnyk 2009; Przewodowski 2013 — Pa-
tent nr PL213858B1), testu immunofiltra-
cyjnego (Przewodowski 2013 - Patent
PL213857B1) oraz testu paskowego typu
Lateral Flow (Przewodowski, Przewodo-
wska 2015) do wykrywania kwarantanno-
wych bakterii C. m. subsp. sepedonicus.
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Rys. 3. Schemat konstrukcji testu typu Lateral Flow. Zrédto: Safenkova i in. 2016
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Rys. 4. Testy paskowe do identyfikacji bakteryjnych patogenéw ziemniaka
dostepne w sprzedazy. Zrodto: Mater. inf. Agdia Plant Pathogen Diagnostics
http.//www.atzlabs.com/pdf/immunoStrip_Phyto Diagnostics_Lifetech_India.pdf

Test filtracyjny cechuje sie duzg przy-
datnoscig w szybkiej i specyficznej identyfi-
kacji kultur jednorodnych komorek bakteryj-
nych. Wykorzystano w nim porowatg btone
filtracyjng, zatrzymujaca na swojej po-
wierzchni komoérki bakteryjne. Test polega
na wybarwianiu komorek bakteryjnych zto-
tem koloidalnym za pomocg poliklonalnych
przeciwciat kréliczych skierowanych na bak-
terie Cms, znakowanych nanoczasteczkami
ztota koloidalnego. Przeciwciata anty-Cms
skoniugowane (potgczone) z koloidem ziota
specyficznie rozpoznajg komorki bakteryjne,
tworzac na ich powierzchni barwng otoczke.
Dzieki wykorzystaniu membran o wielkoSci

porow mniejszej niz komoérki bakterii w krét-
kim czasie (1-2 min) dochodzi do koncentra-
cji bakterii z duzej objetosci zawiesiny na
matej powierzchni membrany. Zaletg testu
jest jego czuto$¢, odpowiadajgca czutosci
metody ELISA, oraz mozliwos¢ bezposred-
niej obserwacji uzyskanego wyniku tzw. go-
tym okiem (nieuzbrojonym) — rys. 5. Opra-
cowane rozwigzania pozwalajg na zminima-
lizowanie kosztow testu oraz badanie wielu
préb jednoczesnie w zaledwie kilkanascie
minut, bez koniecznosci stosowania dodat-
kowej analizy mikroskopowej (Przewodow-
ski, Barnyk 2009; Przewodowski 2013 — Pa-
tent nr PL 213858 B1).
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Rys. 5. Widok barwnych punktéw na powierzchni membrany ocenianych nieuzbrojonym,
tzw. gotym okiem. Wynik dodatni oznaczony ,+” $wiadczy o obecnos$ci szukanych
komorek bakteryjnych w badanej probie. Brak barwnych punktéw, oznaczonych ,~”, $wiadczy
o wyniku negatywnym testu. Jako kontrole zastosowano zawiesing bez bakterii traktowang
uprzednio koniugatem ztota z przeciwciatami anty-Cms. Zrédto: Przewodowski, Barnyk 2009

Kolejna opracowana metoda to test im-
munofiltracyjny bedacy potaczeniem im-
munofiltracji oraz metody immunofluore-
scencji posredniej, ktéry z powodzeniem
moze by¢ stosowany w przypadku silnie za-
nieczyszczonych prob pozyskiwanych ze
srodowiska naturalnego, jak tkanki roslinne,
w ktorych znajduje sie wiele zanieczyszczen
chemicznych, biologicznych i mikrobiolo-
gicznych. W metodzie tej wykorzystano wy-
sokoporowate bftony filtracyjne, na ktore
punktowo naniesiono przeciwciata skierowa-
ne na komorki bakterii Cms (Przewodowski
2013). Filtracja ekstraktu z bulw ziemniaka
przez takg btone pozwala wytapa¢ komorki
bakterii Cms przy jednoczesnym usunigciu
innych bakterii oraz znajdujacych sie w eks-
trakcie zanieczyszczen. Wytapane bakterie
znakuje sie nastepnie za pomocg przeciwciat
anty-Cms potaczonych z barwnikiem fluore-
scencyjnym i obserwuje pod mikroskopem.
Btone z wytapanymi bakteriami mozna tez
umiesci¢ na potselektywnej pozywce i w ten
sposéb uzyskaé czyste szczepy bakterii
Cms. Nowy test pomimo swojej prostoty jest
wysoce specyficzny, szybki i funkcjonalny
(Przewodowski, Barnyk 2010; Przewodowski
2013 — Patent PL 213857 B1).

Test paskowy Lateral Flow, odpowiada-
jacy czutoscig metodom ELISA i IFAS, moze
byé wykonywany poza laboratorium, nie
wymaga skomplikowanego zaplecza ani
doswiadczenia badawczego i pozwala na
uzyskanie specyficznego wyniku w przecia-

gu zaledwie kilku minut. Jego czuto$¢ odpo-
wiada czutosci testu IFAS, ale w przeciwien-
stwie do testu immunofluorescencyjnego
czutosé nie zalezy tu od stopnia zanieczysz-
czenia badanej proby (Przewodowski, Prze-
wodowska 2015).

Mimo rozwoju coraz to nowszych rozwig-
zan diagnostycznych oraz technologicznych
testy oparte na metodach immunologicznych
sg wcigz szeroko stosowane zaréwno w ce-
lach naukowych, jaki i przemystowych. Sg
ponadto narzedziem kontroli stosowanym
przez laboratoria Wojewddzkich Inspektora-
tow Ochrony Roslin i Nasiennictwa.

Literatura

1. Alvarez A. 2004. Integrated approaches for detec-
tion of plant pathogenic bacteria and diagnosis of bac-
terial dieases. — Ann. Rev. Phytopath. 42: 339-366;
2. Brzozowski S. Metody wykrywania i identyfikaciji
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus,
sprawcy bakteriozy pierscieniowej ziemniaka — stan
obecny i perspektywy na przyszios¢. — Ziemn. Pol. 1:
25-30; 3. Mierzwa Z. 1985. Serologia w badaniach
choréb wirusowych ziemniaka. [W:] Biologia ziemnia-
ka. Red. nauk. W. Gabriel. Wyd. Nauk. Warszawa:
332-344; 4. Namiesnik J. 2003. Trendy w analityce i
monitoringu srodowiskowym. [W:] Nowe horyzonty i
wyzwania w analityce i monitoringu $rodowiskowym.
Rozdz. 1. Red. Namiesnik J., Chrzanowski W., Szpi-
nek P. Wyd. Centrum Doskonatosci Analityki i Monito-
ringu Srodowiskowego (CEFAM), Wydz. Chemiczny
Polit. Gdanska: 1-32; 5. Oellerich M. 1980. Enzyme
Immunoassays in Clinical Chemistry: Present Status



Ziemniak Polski 2017 nr 1 21

and Trends. — J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 18: 197-
-208; 6. Potrykus M., Golanowska M., Sledz W,
Zotedowska S., Motyka A., Kolodziejska A, Butry-
mowicz J., tojkowska E. 2016. Biodiversity of Dick-
eya spp. Isolated from Potato Plants and Water Sour-
ces in Temperate Climate. — Plant Dis. 100. 2: 408-
417; 7. Przewodowski W. 2013. Sposdéb wykrywania
obecnosci bakterii Clavibacter michiganensis ssp.
sepedonicus z wykorzystaniem membran poliwegla-
nowych zawierajgcych immobilizowane przeciwciata.
Patent polski, PL 213857 B1 18 marca 2013; 8. Prze-
wodowski W. 2013. Sposob wykrywania obecnosci
bakterii Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus w
analizowanej prébce. Patent polski, PL 213858 B1, 18
marca 2013; 9. Przewodowski W., Barnyk A. 2009.
Szybki test do identyfikacji bakterii Clavibacter michi-
ganensis ssp. sepedonicus. — Post. Ochr. Rosl. 49(2):
696-700; 10. Przewodowski W., Barnyk A. 2010.
Nowe metody diagnostyczne do wykrywania fitopato-
gennych bakterii ziemniaka. — Ziemn. Pol. 1: 33-38;
11. Przewodowski W., Przewodowska A. 2015. New
colloidal gold lateral flow strip for rapid detection of
Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. [In:] 4th
Intern. Conf. on Bio-Sensing Technology, May 10-13,
Lisbon, Portugal: Book Abstr.: P2.061; 12. Safenkova

. V., Pankratova G. K., Zaitsev I. A,, Yuri Y. Y.,
Zherdev A. V., Dzantiev B. B. 2016. Multiarray on a
test strip (MATS): rapid multiplex immunodetection of
priori ty potato pathogens. — Anal. Bioanal. Chem. 408:
6009-6017; 13. Skowicki M., Lipinski T. 2016. Roz-
woj metod otrzymywania komorek wytwarzajgcych
przeciwciata monoklonalne. — Post. Hig. Med. Dosw.
70: 367-379; 14. Stochta W., Przewodowski W. 2014.
Wybrane metody otrzymywania przeciwciat do wykry-
wania i identyfikacji patogendw ziemniaka. — Ziemn.
Pol. 3: 46-49; 15. Waleron M., Skrzypkowska M.,
Waleron K., tojkowska E. 2010. Epidemiologia wy-
branych podgatunkéw bakterii Clavibacter michiga-
nensis oraz metody ich identyfikacji i zwalczania. —
Post. Mikrobiol. 49, 4: 269-284; 16. Zabtocki B. 1970.
Podstawy wspotczesnej immunologii. PWN Warszawa;
17. Zacharzewska B., Treder K. 2014. Test ELISA i
jego modyfikacje. — Ziemn. Pol. 1: 14-16; 18. Zielinski
M., Ptucienniczak A. 2009. Przeciwciata monoklonal-
ne — zastosowanie w medycynie. Biotechnologia 2(85):
113-122; 19. Zabicka D. 2010. Metody detekcji i iden-
tyfikacji bakterii. Narodowy Instytut Lekéw. Zakiad
Epidemiologii i Mikrobiologii Klinicznej. Warszawa.
http://ichf.edu.pl/r_act/act_pl/fund_strukt/KSP/zabicka.

pdf



