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probówek) dodaje się badaną surowicę, a po
przepłukaniu - znakowaną enzymem antyglo-
bulinę i odpowiedni substrat. Obecne w probów-
ce przeciwciała wiążą się z antygenem, a następ-
nie z antyglobuliną znakowaną enzymem. W
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Ryc. 1. Pośrednia metoda znakowanych arrtyglobuiin
§o wykrywania przeciwciał

zostosowonie immunoenzymotycznej metody ELlsA
w diognosiyce wirusologicznej

Zastosowanie w ostatnich latach enzymów do
znakowania przeciwciał pozwoliło na wprowa-
dzenie wysoce swoistych i czułyclt metod ja-
kościowego wykrywania wirusów (2, 12). Me-
tody te w cotaz większym stopniu zaczynają za-
stępować stosowane do niedawna, ale obarczo-
ne szeregiem wad, immunofluorescencję i tech-
niki radioimmunologiczne.

W 1971 r. Engvall i Perlmann (9, 10) oraz nie-
zależnie Van Weemen i Schuurs (19) wprowa-
dzili immunoenzymatyczną technikę, zwaną w
skrócie ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay), pozwalającą na ilościowe oznaczallie
przeciwciał i antygenów w materiale biologicz-
nym, Technika ta oparta jest na zasadzie chro-
matografii powinowactwa, w której jeden z roz-
puszczalnych składników (przeciwciało lub an-
tygen) adsorbuje się trwale na stałym podłozu-
-nośnlku. W dalszym etapie przyłącza się do nie-
go obecny w badanym materiale antygen lub
przeciwciało, a wytworzony kompleks łączy się
z przeciwciałem znakowanym enzymem. Po do-
daniu odpowiedniego dla enzymu substratu, o-
zl:racza się fotometrycznie stopień hydrolizy sub-
stratu przez enzym i na podstawie uzyskanych
wyników wnioskuje się o zawartości przeciwciał
lub antygenu w testowanym materiale.

Do najczęściej stosowanych w technice ELISA
metod należą: pośrednia metoda znakowanych
antyglobulin do oznaczania przeciwciał (ryc. 1)
oraz tzw. metoda ,,podwojonych" przeciwciał do
oznaczania antygenu (ryc. 2). W pierwszej z
nich, do pokrytych antygenem nośników (np.
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przypadku braku przeciłvciał wszystkie skład-
niki z wyjątkiem antygenu zostaną wypłukane.

W metodzie ,,podwojonych" przeciwciał do
pokrytych przeciłvciałem nośnikórv dodaje się
badany antygen, a po przepłukaniu - przeciw-
ciała znakowane enzymem o]:az substrat. Obec-
ny w próbce antygen ulega w tym przypadku
związaniu ze swoistym przeciwciałem oraz z
przeciwciałem znakowanym enzymem. Przy
braku swoistości między składnikami zarówno
antygen, jaki i znakowane przeciwciała zostaną
wypłukane.

a'

pfułane

dodąaię hfunego ańggenu

p(ułante

plu*anie

dodąnic su\struću
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RYc' 2' Metoda ""::y;l,J,:I;};"§J"""-,iał do onza-

Stosowane są ponadto bardziej zŁożone mody-
fikacje opisanych powyżej metod (15, 20, 23),
dające duże mozliwości badawcze.

Do rvykonania oCczynu stosuje się najczęściej
polistyrenowe probówki 1ub płytki, a także inne
nośniki (3, 77, 20, 23). Zwraca się urvagę na ko-
nieczność wstępnego przebadania nośników
przeznaczonych do testu ELISA (3). Stwierdzo-
rto, że płytki 1ub probówki pokryte przeciwcia-
}ami lub antygenem mogą być przez dłuższy
czas przechowywane w niskich temperaturach
i użyte do badań (23, 27).

Do znakowania przeciwciał stosuje się naj-
częściej fosfatazę zasadową i peroksydazę chrza-
nową. Pierwszy enzym posiada wysoką aktyw-
ność, a lżywany dla niego substrat (fosforan
p-nitrofenylu) jest tani i dostępny w handlu. W
wyniku reakcji zachodzącej w obecności jonów
magnezu, powstaje jasnożółty proclukt, którego
intensywność oceniać mozna spektrofolome-
trycznie przy długości fali 400 nm) a także

lvzrokowo. Bardzo dobrym enzymem jest pero-
ksydaza chrzanowa, takze wysoce aktywna, a
przy tym znacznie tarisza od fosfatazy zasado-
rł,ej. Jako substratu używa się dla niej najczęś-
ciej kwasu 5-aminosalicylowego, przy rozkła-
dzie którego w obecności H2O2 powstaje brązo-
wy produkt reakcji (maksymalna absorpcja 440
nm). Preparaty znakowane tymi enzymami wy-
kazują dużą trwałość, a przecho-wywane w nis-
kich temperaturach nie tracą swej aktywności
katalitycznej przez długi czas (12).

Ze względu na slvoje walory ELISA znajduje
coraz częstsze zastosowanie w wieiu dziedzinach
nauki, a zwłaszcza w parazytologii, bakteriolo-
gii, endokrynologii i immunopatologii. Bliższe
dane na ten temat zau,arte są w szeregu opra-
cowań przeglądowych (20, 23). Istnieją takze do-
niesienia rn skazujące na udane próby zastoso-
wania tego testu w wirusologii, zarówno przy
wykrywaniu antygenów wirusowych, jak i prze-
ciwciał.

O pierwszych próbach zaadaptowania testu
ELISA do wykrywania antygenów wirusowych
donieśli Voller i wsp. (24). Autot,zy ci posługu-
jąc się płytkami polistyrenowymi do mikrohe-
maglutynacji wykrywali wirusy roślinne w stę-
żeniu 10-66 1tglml. Na podstavrie uzyskanych
wyników wyrażają ptzy tym pogląd, że test ten
znajdzie duze zastosowanie w diagnostyce,
zwłaszcza rv bad_aniach epidemiologicznych z u-
rvagi na szybkość, prostotę wykonania oraz dużą
s.łoistość. przyclatność omawianej techniki do
wykrylvania wirusów roślinnych potwierdziIi
Clarck i Adams (5).

Zastosowano takze test ELISA do wykrywa-
nia wirusów ludzkich i zwierzęcych obecnych w
płynach zakażonych hodowli oraz w materiale
pochodzącym od zakażonydn wirusami ludzi i
zwierząt (7, B, l5, 23, 25, 26, 27). Wykorzystu-
jąc serologiczne powinowactwo między wirusa-
mi NCD (rotawirus cieląt) i IGE (rotawirus bie-
gunki dzieci) użyŁo testu ELISA do wykrywania
zak.ażeń u dzieci, posługując się znakowanymi
przeciwciałami d]a wirusa NCD (B).

Przv porównaniu czułości metody ELISA z
innymi testami stosowanymi do wykrywania
antygenów wirusowych stwierdzono na ogół
zbiezność otrzymanych rezultatów (B, 27), a w
niektórych przypadkach, jak np. przy r,vykry-
waniu rotawirusów cieląt uzyskano lepsze wy-
niki, niż przy uż5lcllf, nrikroskopu elektronowego
i immunoelektroosmoforezy (7). W odniesieniu
do rotawirusów cieląt czułość metody wynosi
od 1-30 ng/m1 (7, 15).

Przydatność odczynu ELISA wykazano tak-
że przy badaniu surołvic na obecność przeciw-
ciał d]a szeregu wirusów, jak np.: różyczki (3,
21, 22), ociry (23), cytomegalii (16, 22,23), grypy
(4, 6), parainfluenzy (4), opryszczki zwykłej (11,
23), Coxsackie, adenowirtrsów (23), rzekomego
pomoru drobiu (20). japońskiego zapalenia móz-
gu (23), rvścieillizny (1, 1B) i innvc]r. Autorzy
tych badań stlvieI,dzili duzą zgodność wyników
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uzyskanych tą metodą z innymi odczynami se-
rologicznymi (1, 14, 16, 21 23). W niektórych
przypadkach np. w odniesieniu do przeciwciał
dla wirusów grypy czułość odczynu ELISA oka-
zała się B-krotnie większa, niż odczynu OWD
(4) i około B-2O-krotnie większa, niż odczynu
HI (4, 6).

Przy użyciu testu ELISA wykazano możli-
wośc różnicowania poszczególnych klas przeciw-
ciał dla wirusów cytomegalii (16), wścieklizny
(1,B), rcżyczki (22), co w niektórych przypadkach
posiada duzą wartość diagnostyczną, gdyż poz-
wala na określenie fazy rozwoju cho,roby.

Jak wykazał Atanasiu (1) tes|em ELISA v/cze-
śniej wykrywa się przeciwciała u ludzi szcze-
pionych p, wściekliźnie, anizeli innymi metoda-
mi.

Zgodnie podkreśIa się wysoką swois|ość me-
tody ELISA za,równo przy wykrywaniu wi,ru-
sów, jak i specyficznych dla nich przeciwciał (1,
3, 5, 6, 20,24,27).

Zwrócono uwagę, ze pewne czynniki mogą
wpływać ujemnie na swoistość metody i dawać
reakcje fałszywie dodainie. Należy do nich m.
in. czynnik reumatoidalny u ludzt oraz zakaże-
nia bakteryjne (16). Nie stanowi to jednak istot-
nej przeszkody, gdyż próbki można wstępnie
poddać badaniom na obecność czynnika reuma-
toidalnego (test lateksowy), a zakazeniom bak-
teryjnym skutecznie zapobiega się przez doda-
nie do surowicy azydku sodu (NaN3), co nie ma
ujemnego wpływu na przebieg odczynu. Na
swoistość odczynu wpływa niekiedy takze ro-
dzaj użytego antygenu. Chociaz na ogół antyge-
ny dostępne w handlu i stosowane do innych od-
czynów serologicznych okazały się przydaine
także w teście ELISA (22, 23), to w niekŁcrych
przypadkach antygen winien byc przystosowany
we własnym zakresie, a jego przydatność dcl
testu sprawdzona eksperymentalnie (3, 23, 16).
Oddziaływanie innych czynników, takich jak
czasu adsorpcji, stęzenia konjugat itp. wpływa-
jących na wyniki odczynu ELISA omawiają
szczegółowo w pracach przeglądowych Vol1er i
wsp. (23) oraz Bidwell i wsp. (3).

Z licznyc}l walorów odczynu ELISA na pod-
kreśIenie zasługuje małe zużycie odczynników
do tego testu. Stwierdzono np., że dla oznałze-
nia przeciwciał dla wirusa cytomegalii zużywa
się mniej antygenu, niz w rutynowym teście
oWD (16),

Również małe jest zużycie su,rowic do testu
(4), a w szczegóInych sytuaciach wystarczająca
jest nawet niewie]ka ilość surowicy cltrzymanu
w mikrokapilarach (3).

Stosując test ELISA mozliwe staje się og,rani-
czenie stosowania w diagnostyce wirusologicz-
nej hodowli tkankowych, kŁórych prowadzenie
nastręcza czasem powazne trudncści, nawet dla
pracowni specjalistycznych. W tej sytuacji dia-
gnostykę wirusologiczną prowadzić można w
kazdym średnio wyposazonym laboratorium nie
dysponującym mozliwościami prowadzenia h.l-
dowli komórkowej.
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Wykorzystując możliwość wzrokowej oceny
wyników testu ELISA, odczyn ten można stoso-
wać w szerokim zakresie w badaniach epizootio-
logicznych i epidemiologicznych w warunkach
terenowych. Obserwowana zgodność wyników
oceny wzrokowej z analizą spektrofotometrycz-
ną potwierdza taką mozliwość (76, 27),

Metoda ELISA stwarza duze możliwości pro-
wadzenia badań ,,masowych". Opracowano np.
ilościową automatyczną metodę dla oznaczania
przeciwciał dla wirusa grypy (13). W technice
tej porównanie wartości między badaną suro-
wicą a surowicą standardową dokonuje zapro-
gr:amowany kalkulator połączony ze spektrofo-
tometrem. W niektórych krajach wprowadza się
w pełni zautornatyzowane systemy o bardzo du-
zej wydajtrości.
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RII}GWAY R. L.: Zatrucie muchomorem (Ammanita
potlrerina, (Mashroom).,Ąmmanita potherina (poiso-
ning). J. Amer. vet mel. Ass. 172, 681-684, 1978 (6).

Objawy zatrucia Ammanita potherina są następ-
strr.em działania kwasu iboteno\^/ego i musciinolu. U
kotórł. objawy zatrucia r.vystępują po 15-30 minu,tach
po zjedz,eniu grzyba. Po okresie otępienia występuje
podniecen,ie, któremu towarzyszą silne skurcze mięś-
niorł,e. po 4 goczinr-rym okresie ekscytacji występuje
senność. Leczenie zatl,ucia polega na stosowaniu środ-
kólv rł,ymiotnycl-r, dcustnym podarł,aniu węgla akty-
wowanego, rłlody or,,az śr,odków podtrzymujących akcję
oddychania. Do,bre etekty uzyskiwano po inielkcjach
lyzostygminy łv darvce 0,25-0,5 mg, zaś w okresie
podnieceniir jes l, zalecana chloL,oplomazyna rv darvce
0.5_-1,0 mg lig rvagi ciala,

G.


