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Przeciwciala sprzezone z enzymem znalazly zastosowanie w medy-
cynie do ilo$ciowego oznaczania immunoglobulin we krwi. Badania
Vollera i innych [5] wykazaty przydatnosé tego testu, zwanego w skro-
cie ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) do wykrywania wielu
choréb u ludzi, miedzy innymi $pigczki i malarii. ‘

Badania podjete w Anglii przez Clarka i Vollera nad wykrywaniem
wiruséw ospowatosci Sliwy i mozaiki gesiéwki dalty pozytywne wyniki
i doprowadzily do szczegblowego opracowania nowej, wyjatkowo czulej
metody serologicznej takze dla wirusologii roslinnej.

METODYKA TESTU

W metodzie ELISA, inaczej niz w innych metodach serologicznych,
wirus znajdujacy sie w badanych prébkach jest selektywnie wychwy-
tywany i unieruchamiany przez specyficzne przeciwciala absorbowane
na stalej powierzchni (ryc. 1). Zatrzymany wirus reaguje z kolei z na-
stepnym przeciwcialem, uprzednio sprzezonym z enzymem. W ostatniej
fazie badane probki traktuje sie odpowiednim substratem enzymatycz-
nym. Wirus wykrywa sie posrednio, poprzez zmiane zabarwienia sub-
stratu rozkladanego przez enzym. Wynik pomiaru natezenia zabarwie-
nia substratu (na kolorymetrze) umozliwia ilo§ciowe oznaczenie zawar-
to$ci wirusa w badanych prébkach.

Sposréd kilku przebadanych enzymow najbardziej przydatnym do
testéw okazala sie alkaliczna fostaza, a jako substrat — fosforan pa-
ranitrofenylowy. Testy w metodzie ELISA przeprowadzane sg na spe-
cjalnych mikroptytkach polistyrenowych, ktére pozwalajg na jednocze-
sne badanie 30 probek.
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Ryc. 1. Zasady testu ELISA

W pierwszej fazie testu otwory ptytki wypelniane sg roztworem prze-
ciwcial w buforze weglanowym i poddane inkubacji, w czasie ktdrej
przeciwciala s3 absorbowane na powierzchni otwordéw ptytki. Po okre-
sie inkubacji nastepuje dokladne trzykrotne wyplukanie plytek roz-
tworem buforu fosforanowego z dodatkiem detergentu Tween 20. Na-
stepnie do kazdego z otworéw plytki nanosi sie okreslong ilo§¢ soku
roslinnego, zawierajgcego badany wirus. Plytki poddaje sie inkubacii,
po czym opréznia sie je, trzykrotnie przemywa oraz napeklia roztwo-
rem przeciwcial sprzezonych z enzymem. Po okresie inkubacji plytki
ponownie oproéznia sie i ptucze oraz napelnia otwory substratem enzy-
matycznym i pozostawia w temperaturze pokojowej. Po uplywie okolo
30 minut reakcje przerywa sie dodajac do otworéw 3 M NaOH po czym
przeprowadza sie obserwacje natezenia zabarwienia substratu wizualnie
oraz przez pomiar na kolorymetrze przy dilugosci fali 405 nm.

Przeprowadzone przez Vollera, Clarka, Adamsa i Tresha badania



WYKRYWANIE WIRUSOW TESTEM ELISA 153

{2-4, 6] dostarczyly szczegbléw, odgrywajacych istotng role, w prawi-
dlowym i skutecznym funkcjonowaniu testu ELISA. Sprawg zasadniczg
jest jako$¢ surowicy uzytej do testu. Surowice musza by¢ wysoce spe-
cyficzne, wolne od przeciwcial reagujacych z bialkami roslinnymi i mu-
sza odznaczaé sie wysokim mianem. Minimalne miano winno Wynosié
1:400. Do testow musi byé uzywany nie roztwor surowicy, lecz wyizo-
lowane z niej y-globuliny. Praca Clarka i Adamsa [4] podaje dokladny
przepis wytrgcania y-globulin z surowicy jak réwniez ma sprzeganie ich
z alkaliczng fosfatazs.

Prace wymienionych autoréw dostarczyly réwniez danych co do op-
tymalnych stezen y-globulin stuzacych do powlekania otworéw ' mikro-
plytek (coating the plates), plukania plytek jak réwmniez natury proébek.
Stwierdzono, ze wirus modgl by¢ wykrywany zaréwno z oczyszczonego
preparatu, jak i bezposrednio z soku roslinnego. W dos$wiadczeniach tych
przebadano réwmiez wplyw czasow i temperatur, w jakich przebiegala
inkubacja, na uzyskiwane wyniki testow.

W'IRUSY WYKRYWANE METODA ELISA

P1erwszy ‘test ELISA przeprowadzony z pozytywnym wynikiem na
wirusach mozaiki gesi6éwki (arabis mosaic AMYV) i wirusie ospowatosci
§liwy (plum pox virus PPV) — przedstawicielach wirusow kulistych i
nitkowatych zachecil wirusologow w East Malling do dalszych badan
z innymi wirusami. Jednocze$nie opublikowanie uzyskanych wynikéw
spowodowalo zainteresowanie si¢ metodg ELISA w wielu innych kra-
jach. Jak wynikalo z relacji wirusologow zgromadzonych na konferencji
w East Malling w czerweu 1977 r. metoda zostala wyprobowana do
wykrywania dwudziestu wiruséw ro§linnych: mozaiki gesiéwki, ospo-
watoséci Sliwy, mozaiki chmielu, nekrotycznej plamistosci . pierScieniowej
wisni, mozaiki jabloni, karlowatosci $liwy, chlorotyczne; plamistosci li-
éci jabloni, Y ziemniaka, T ziemniaka, mozaiki soi, moza1k1 salaty, pa-
siastej moza1k1 jeczmienia, plamistosci piericieniowej tytoniu, maliny
i alyczy, mozaiki mnarcyza, nekrozy wierzchotka narcyza, aspermii zlo-
cienia, mozaiki grochu oraz nekrotycznej kedzierzawki tytoniu. Z grupy
tej nie udalo si¢ wykryé¢ tylko wirusa mozaiki grochu i nekrotycznej
kedzierzawki tytoniu. W przypadku jednak nekrotycznej kedzierzawki
tytoniu wirus mozna bylo wykry¢ wtedy, gdy sok do testowania pobra-
no z zakazonych uprzednio lisci tytomu Natomlast wymkl byly nega-
tywne gdy testowano bulwy ziemniaka.

'Niektore z badanych wiruséw, ‘charakteryzujace sie zwlaszcza mala
trwalo§cig, wymagaly specjalnych dodatkéw do- buforéw takich, jak
pyrolidonian poliwinylowy lub formaldehyd. Nie bez wplywu na reak-
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cje okazala sie rowmiez roslina, z ktérej wykrywano wirus. I tak ekstrak-
ty z czarnej porzeczki porazonej przez AMV dawaly czasem silne reak-
cje miespecyficzne, ktéorych mozna bylo jednak uniknaé, gdy test prze-
prowadzano na wiekszych (1:100 a nie 1:10) rozcienczeniach sokdéw.

Pyrolidonian poliwinylu lagodzil niespecyficzne reakcje wystepuja-
ce czasem przy ekstraktach z liSci drzew z rodzaju Prunus [4]. Spe-
cjalnego traktowania wymagal réwniez wirus chlorotycznej plamistosci
lisci jabloni (CLSV), w przypadku ktérego reakcje pozytywne otrzymy-
wano tylko przy jednoczesnym nanoszeniu na plytki roztworu badanego
wirusa zmieszanego z przeciwcialami znakowanymi enzymem.

Jak wiec z tego wynika, test ten nie moze byé stosowany schema-
tycznie, lecz musi by¢ w pewnych granicach modyfikowany w zaleznosci
od badanego wirusa jak roéwniez od Srodowiska, w jakim wirus jest
poddany testowaniu.

CZULOSC TESTU ELISA

Czulos¢ testu byla badana [4] dla nastepujgcych wiruséw: mozaiki
gesiéwki, plamisto$ci pierscieniowej maliny, mozaiki jaboni, ospowato-
sci Sliwy, mozaiki chmielu i zlobkowatosci pnia jabloni. Poréwnywano
minimalne wykrywalne ilosci wirusa w preparacie oczyszczonym oraz
w roztworach sokéw roslinnych. Czulo$¢ testu przedstawiala sie naste-
pujaco: -

preparat
OCZYSzCZo- .
wirus sok z roéliny
ny :
(ng/ml)
Mozaika gesi6wki 30 10000 (Ch.q.)
Plamisto$¢ pier§cieniowa maliny 10 10000 (N.cl.)
- Nekrotyczna plamisto§¢ pier§cieniowa — 10 000 (C.s.)
Ospowaro$¢ §liwy 1 100 000 (N.cl.)
Mozaika chmielu 10 50 000 (N.cl.)
Zlobkowato$¢ pnia jabloni — 1000 (Ch.q.)

Ch.q. — Chenopodium quinoa; N.cl. — Nicotiana clevelandii; C.s. — Cucumis
sativus

Jak z tego wida¢ najwyzsza czulos¢ wykazal test w stosunku do wi-
rusa ospowatosci §liwy zar6wno w oczyszczonym preparacie (1 ng/ml),
jak i w soku roSliny wskaznikowej Nicotiana clevelandii, w przypadku
ktéorego wykrycie wirusa bylo mozliwe jeszcze przy rozcienczeniu soku
1:100 000.
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Oznacza to, jak wynika z dalszych badan przeprowadzonych w East

Malling, ze ELISA jest wielokrotnie czulsza od metody dyfuzji radial-
nej [1, 2] i innych metod serologicznych, co obrazuje nastepujgce ze-

stawienie:
koncentracja
metoda .
wirusa (ng/ml)
ELISA 1
dyfuzja radialna 1000
precipitacja 500
elektronomikroskopia 100
infekcyjnos$¢ 100 — -
(mniej niz 1 plamka na inokulowany li$¢ -
Chenopodium foetidum)

Reasumujac wyniki dotychczasowych doswiadczenn mozna stwierdzié,

ze test ELISA jest niezwykle uzytecznym ,narzedziem” do identyfikacji
prawie wszystkich grup wiruséw i wykrywania ich bezposrednio w soku
roSliny. Nalezy podkreslié jego szczegdlne znaczenie przy wykrywaniu
wiruséw z ro§lin drzewiastych, w stosunku do ktérych wszystkie wcze-
$niej znane metody serologiczne byly zbyt malo czule i z tego wzgledu
nieprzydatne.

e
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Bapbapra 3asadzxa

OH3UMMATUYECKOE MCIIOJB3OBAHUE COIIPA2XEHHOTOQ
VIMMYHOCOPBILIMMIOHHOTO TECTA (RQJMCA)
LJIAA BBISIBJIEHUA PACTUTEJIBHBIX BUMPYCOB

Pe3zmoMme

Pa3paborannnent B mocnenHee BpeMa B East Malling Research Station B Aurmaun
CCPONIOTMYECKMII TEeCT B COKpaleHuy Ha3biBaeMmblili DJVMCA (oT: enzyme-linked
immuno-sorbent assay — 9H3MMaTMYECKM COIPAKEHHbII UMMYHOCOPOILIMOHHBINA TECT)
OKa3ajcsa HEOOLIKHOBEHHO YYBCTBUTEJIbHBIM M IIPUTOAHBIM AJA BBLIABJICHMA U UH-
JEHTM(OUPOBaHMA BUPYCOB HEMOCPENCTBEHHO B COKE TIOPAXKEHHBLIX TPABAHMUCTBLIX U
IEPEeBAHNCTBIX pacTeHnil. HeOOLIKHOBEHHO BBICOKAsd YYBCTBUTEJIBLHOCTHL TeCcTa Clle-
AYET U3 IIPMMEHEHNM: B HEM aHTUTEJ COTIPAXKEHHBIX C SH3MMOM, INEJO4HO ¢ocda-
Ta30i. TeCcT NPUTOAEeH WA KOMMIECTBEHHOTO ONPENEeNIEHMS COXEePIKAHMS BUPYCOE B
ucenenyemoit mpobe. KoHIeHTpauumu Bupyca ONpeAesenbl IIyTeM (hoTOMeTPUYECKOTO
U3MepeHus1 OKpacKu cybcrpara, pas3yIoXKEHHOTO SH3MMOM, CONPAMKEHHBIM € aHTU-
TEJIOM.

CyluecTBeHHBIM. BOIIPOCOM XAJA IIPOBENEHVIST TecTa SABJIAeTcs oblagamue CbIBO-
POTKOJI C BBICOKMM THUTPOM, He COAEpIKallleil aHTUTEN, PearMpyrcliux ¢ COKOM 3X0-
POBOT'O pacTeHMA.

Cpemm ABuALATM M3y4aeMbIX OO CEro BPEMEHM BMPYCOB, TECT OKas3ajcd IIpu-
TOAHBLIM AJIA BbIABJIeHUA 18 U3 HUX.

Barbtara Zawadzka

APPLICATION OF ENZYME-LINKED IMMUNO-SORBENT ASSAY (ELISA)
FOR THE DETECTION OF PLANT VIRUSES

Summary

A serological test abbreviated ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay),
recently developed in the East Malling Research Station (England), proved to be
extremely sensitive and suitable for the detection and identification of viruses
directly in the sap of infected herbaceous plants and trees. The extremely high
sensitivity of the test is due to the application of antibodies linked with the enzy-
me — alkaline phosphatase. The test is suitable for quantitative determination of
virus content in the sample. Virus concentrations are determined by photometric
measurements of the colour of substrate decomposed by the enzyme linked with
antibody.

It is essential to use in the test high-titer serum containing no antibodies
reacting with sap of healthy plant. The test proved to be suitable for the detection
of 18 out of 20 so far assayed viruses.
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