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LISA, test immunoenzymatyczny
(ang. enzyme-linked immunosorbent
assay) od dtuzszego czasu powsze-
chnie stosowany w diagnostyce chorob wiru-
sowych i bakteryjnych, podlega czestym
modyfikacjom, ktére umozliwia postep tech-
niczny i technologiczny. Opracowali go w
latach 60. XX w. Peter Perlman i Eve Engvall
z Uniwersytetu w Sztokholmie (Engvall, Per-
Iman 1971), opierajac na wykorzystaniu en-
zymow do wykrywania reakcji antygenow
(ktérymi sg np. wirusy lub bakterie) ze swo-
istymi przeciwciatami. Poczatkowo ELISA
stosowano jedynie do wykrywania przeciw-
ciat zawartych w surowicy (np. test na HIV).
Szybki i czuty, stat sie podstawowym testem
klinicznym, stuzacym zaréwno do celéw dia-
gnostycznych, jak i naukowych. Znalazt po-
nadto zastosowanie w przemysle spozyw-
czym przy wykrywaniu alergendw, takich jak
jajka, migdaty, orzeszki ziemne itp. My zaj-
miemy sie tu zastosowaniem testu ELISA w
diagnostyce wiruséw porazajacych ziemnia-
ki.
Infekcje wirusowe powodujg znaczne
straty plonu ziemniakéw, ktére skutkujg wy-

miernymi stratami ekonomicznymi, szcze-
golnie w produkcji sadzeniakéw. Sprawcami
najwiekszych strat sg w Polsce: wirus Y
ziemniaka (PVY), wirus lisciozwoju ziemnia-
ka (PLRV) oraz wirus M ziemniaka (PVM).
Kontrole materiatu pod katem ich obecnosci
prowadza laboratoria Wojewddzkich Inspek-
toratéw Panstwowej Inspekcji Roslin i Na-
siennictwa na terenie catego kraju. W stoso-
wanej obecnie procedurze wykonuje sie tzw.
préby oczkowe, polegajace na wyprowadza-
niu roslin z oczek badanych bulw, i przepro-
wadza sie test ELISA na lisciach (Clark
1977).

Test ELISA wymaga uzycia odpowiedniej
surowicy, reagujacej specyficznie z wirusem.
Pierwszym etapem jej sporzadzania jest
przygotowanie materiatu roslinnego (zaka-
zonego odpowiednim wirusem), z ktorego
pozyskuje sie antygen wykorzystywany do
szczepienia zwierzat laboratoryjnych. Do
tego celu stuza najczesciej kroliki. Odpo-
wiedz immunologiczna, czyli pojawienie sie
przeciwciat we krwi zwierzecia, zalezy od
antygenu i wtasciwosci osobniczych krélika.
Po wykonaniu petnej serii szczepien pobiera



Ziemniak Polski 2014 nr 1 15

sie krew przez naciecie zyly usznej. Po od-
dzieleniu krwinek otrzymuje sie surowice do
badan, z ktérej pozyskuje sie przeciwciata.

Test ELISA moze by¢ posredni lub bez-
posredni. Posredni, typowy test uzywany w
badaniach naukowych, wykorzystuje dwa
rodzaje przeciwciat z dwéch gatunkéw zwie-
rzat. Test bezposredni natomiast polega na
wykrywaniu antygenu za pomocg tylko jed-
nego przeciwciata — od jednego gatunku
zwierzecia.

Testy ELISA standardowo wykonywane
sgq na polistyrenowych lub pleksiglasowych
96-dotkowych ptytkach. Dotki, nazywane
réwniez studzienkami, sg rozmieszczone na
ptytce w 8 rzedach i 12 kolumnach. Kazda z
analizowanych préb, rozcienczona w odpo-
wiedniej proporcji w specjalnym buforze,
znajduje sie w oddzielnej studzience. Meto-
da polega na przytwierdzaniu sie przeciwciat
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do $cianek i dna studzienki. Proces ten na-
zywany jest optaszczaniem (rowniez powle-
kaniem) fazy statej. Nie przytwierdzone
przeciwciata usuwa sie wraz z buforem, a
ptytke przemywa innym buforem. Nastepnie
do tych samych studzienek wprowadza sie
antygen (np. wirus znajdujacy sie w soku
badanych roslin, rozcienczonym w odpo-
wiednim buforze). Czes$¢ zawartosci antyge-
nu wigze sie z przeciwciatami, a nadmiar
usuwa sie i ponownie przemywa studzienki
buforem. W nastepnej kolejnosci wprowadza
sie do studzienek roztwor przeciwciat, ktore
sg potaczone z odpowiednim enzymem (ko-
niugat). Nadwyzke przeciwciat usuwa sie z
ptytki i ponownie ptucze jgq buforem. Ostatnia
faza to dodanie substratu enzymu, czyli naj-
czesciej prawie bezbarwnej substanciji, ktérg
enzym przetwarza na kolorowy produkt
(rys. 1A).
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Rys. 1. Schemat wykonywania testow DAS-ELISA (A) i koktajl ELISA (B)

Najczesciej stosowane enzymy to fosfa-
taza alkaliczna (z fosforanem p-nitrofenolu
jako substratem daje zéttg barwe), peroksy-
daza chrzanowa (z czterometylobenzydyng
daje niebieskie zabarwienie) i oksydaza glu-
kozowa (daje kolor brunatny). ELISA jest
wiec metodg kolorymetryczng. Zmiana bar-
wy roztworu mierzona jest spektrofotome-

trycznie, a uzyskany wynik poréwnuje sie z
probami kontrolnymi, przygotowanymi ze
zdrowych roslin. Intensywno$¢ zabarwienia
jest proporcjonalna do ilosci wirusa w rosli-
nie.

Zalety testu ELISA, do ktérych nalezy wy-
soka czutos¢, mozliwos¢ oceny wielu prob w
jednym czasie, mozliwo$¢ badania réznych
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czesci roslin, a przede wszystkim uzyskiwa-
nie wyniku o charakterze ilosciowym, spra-
wiajg, ze jest on uniwersalny w zastosowa-
niu, a efekty rekompensujg stosunkowo duze
koszty wykonania, wynikajace z wysokich
cen przeciwciat, enzyméw i substratu. Wy-
soka czutos¢ sprawia, ze test ELISA pozwa-
la na wykrycie wirusa w ilosci zaledwie kilku
nanograméw w 1 g porazonej tkanki roslin-
nej (Hill 1984; Barker, Harrison 1985).

Istnieje wiele modyfikacji ELISA majacych
szerokie zastosowanie w diagnostyce wiru-
sologicznej ziemniaka. Prowadzg one do
wiekszej automatyzacji czy przede wszyst-
kim zwiekszenia czutosci badz obnizenia tta
reakcji. Prostym zabiegiem umozliwiajagcym
znaczng poprawe czutosci testu jest réwno-
czesna inkubacja badanego soku roslinnego
i koniugatu w tej samej studzience ptytki —
test koktajl ELISA (rys. 1B) (Flegg, Clark
1979). Jest on dziesieciokrotnie bardziej
czuty niz DAS-ELISA w ocenie koncentraciji
czgstek PLRV w ekstraktach z lisci (van den
Heuvel, Peters 1989). Potaczenie wstepnej
inkubacji ekstraktu z bulw z koktajl-ELISA
pozwolito na adaptacje testu do wykrywania
wiruséw w bulwach. W prébach z bulw wy-
krywano PLRV, PVM i PVY z wiekszg czuto-
$cig niz za pomocg DAS-ELISA (Treder i in.
2009).

Ciekawg wersje ELISA stanowi test na
krazkach z kietkbw opracowany dla PLRV
przez Syllera (1988). Usprawnia on wykona-
nie prob oczkowych, poniewaz uzyskanie
kietkow jest mniej ktopotliwe i znacznie tan-
sze niz hodowla roslin potomnych, a koncen-
tracja czastek wiruséw jest w nich wyzsza
niz w bulwach.

Warto poszerza¢ tematyke badan o nowe
aspekty metodyczne. Dzigki prostym zabie-

gom mozna osiggna¢ doskonate rezultaty
przy niewielkim zaangazowaniu finansowym
i technicznym. Nalezy podkresli¢, ze proce-
dura testu ELISA pozwala na wprowadzanie
mechanizacji na réznych etapach testu,
witgcznie z odczytem wynikéw. R6znorodne
rozwigzania techniczne, takie jak automa-
tyczne myjki do ptytek, dozowniki, réznego
typu czytniki spektrofotometryczne, progra-
my do wspotpracy czytnika z komputerem w
celu szybkiej analizy danych itp., sq juz po-
wszechnie stosowane w wielu laboratoriach.
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