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Zastosowanie immunoenzymatycznej metody ELISA

w diagnostyce wirusologicznej

Zastosowanie w ostatnich latach enzymdw do
znakowania przeciwcial pozwolilo na wprowa-
dzenie wysoce swoistych i czulych metod ja-
ko$ciowego wykrywania wiruséw (2, 12). Me-
tody te w coraz wiekszym stopniu zaczynaja za-
stepowaé stosowane do niedawna, ale obarczo-
ne szeregiem wad, immunofluorescencje i tech-
niki radioimmunologiczne.

W 1971 r. Engvall i Perlmann (9, 10) oraz nie-
zaleznie Van Weemen i Schuurs (19) wprowa-
dzili immunoenzymatyczng technike, zwang w
skréocie ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay), pozwalajaca na iloSciowe oznaczanie
przeciwcial i antygendéw w materiale biologicz-
nym. Technika ta oparta jest na zasadzie chro-
matografii powinowactwa, w ktérej jeden z roz-
puszczalnych skladnikéw (przeciwcialo lub an-
tygen) adsorbuje sie trwale na stalym podlozu-
-no$niku. W dalszym etapie przylgcza sie do nie-
go obecny w badanym materiale antygen lub
przeciwcialo, a wytworzony kompleks laczy sie
z przeciwcialem znakowanym enzymem. Po do-
daniu odpowiedniego dla enzymu substratu, o-
znacza sie fotometrycznie stopien hydrolizy sub-
stratu przez enzym i na podstawie uzyskanych
wynikéw wnioskuje sie o zawarto$ci przeciwciat
lub antygenu w testowanym materiale.

Do najczesdciej stosowanych w technice ELISA
metod nalezg: poSrednia metoda znakowanych
antyglobulin do oznaczania przeciwcial (ryc. 1)
oraz tzw. metoda ,,podwojonych” przeciwcial do
oznaczania antygenu (ryc. 2). W pierwszej z
nich, do pokrytych antygenem nosnikéw (np.

582

probowek) dodaje sie badana surowice, a po
przeplukaniu — znakowang enzymem antyglo-
buline i odpowiedni substrat. Obecne w probdéw-
ce przeciwciala wiaza sie z antygenem, a nastep-
nie z antyglobuling znakowana enzymem. W

antygen adsorbomany na podlotd  ~
stalym (np. probomki polistyrenowe)

plukanie

dodanie éadanej immunoglobuling

plukanie

dodante antyimmunoglobuling
znakowane enzymem

plukanie

dodanie substratu

oznaczenie spektrofotornetrycine

Ryc. 1. Posrednia metoda znakowanych antyglobulin
do wykrywania przeciwcial



Nr 10

MEDYCYNA WETERYNARYJEA__

_ Rok XXXIV

przypadku braku przeciwcial wszystkie sklad-
niki z wyjatkiem antygenu zostana wyplukane.

W metodzie ,,podwojonych” przeciwcial do
pokrytych przeciwcialem nosnikéw dodaje sig
badany antygen, a po przeplukaniu — przeciw-
ciala znakowane enzymem oraz substrat. Obec-
ny w probce antygen ulega w tym przypadku
zwigzaniu ze swoistym przeciwcialem oraz z
przeciwcialem znakowanym enzymem. Przy
braku swoisto$ci miedzy skladnikami zaréwno
antygen, jaki i znakowane przeciwciala zostana
wyplukane.

immunaglobulina adsorbomana
na podloiu stalym (np. probomk(
polistyrenome)

plukanie

dodanie badtiego antygenu

plukanie

dodanie immunoglobuling
znakowane enzymem

plukanie

dodarne substratu

ozpaczanie spektrofotometryczne

Ryc. 2. Metoda ,,podwojonych” przeciwcial do onza-
czania antygenu

Stosowane sg ponadto bardziej ztozone mody-
fikacje opisanych powyzej metod (15, 20, 23),
dajgce duze mozliwosci badawcze.

Do wykonania odczynu stosuje sie najczesciej
polistyrenowe probéwki lub plytki, a takze inne
noéniki (3, 17, 20, 23). Zwraca sie uwage na ko-
nieczno§¢ wstepnego przebadania nosnikow
przeznaczonych do testu ELISA (3). Stwierdzo-
no, ze plytki lub probéwki pokryte przeciwcia-
fami lub antygenem moga by¢ przez diuzszy
czas przechowywane w niskich temperaturach
i uzyte do badan (23, 27).

Do znakowania przeciwcial stosuje sie naj-
czesciej fosfataze zasadows i peroksydaze chrza-
nowg. Plerwszy enzym posiada wysoks aktyw-
nosé, a uzywany dla niego substrat (fosforan
p-nitrofenylu) jest tani i dostepny w handlu. W
wyniku reakceji zachodzacej w obecnosci jonow
magnezu, powstaje jasnozolty produkt, ktéorego
intensywnosé¢ ocenia¢é mozna spekirofolome-
trycznie przy dlugosci fali 400 nm, a takze

wzrokowo. Bardzo dobrym enzymem jest pero-
ksydaza chrzanowa, takze wysoce aktywna, a
przy tym znacznie tansza od fosfatazy zasado-
wej. Jako substratu uzywa sie dla niej najczes-
ciej kwasu 5-aminosalicylowego, przy rozkla-
dzie ktorego w obecnosci H,O, powstaje brgzo-
wy produkt reakeji (maksymalna absorpcja 440
nm). Preparaty znakowane tymi enzymami wy-
kazuja duzg trwalo$é, a przechowywane w nis-
kich temperaturach nie fracg swej aktywnosci
katalitycznej przez diugi czas (12).

Ze wzgledu na swoje walory ELISA znajduje
coraz czestsze zastosowanie w wielu dziedzinach
nauki, a zwlaszcza w parazytologii, bakteriolo-
gii, endokrynologii i immunopatologii. BliZsze
dane na ten temat zawarte sg w szeregu opra-
cowan przegladowych (20, 23). Istnieja takze do-
niesienia wskazujgce na udane proby zastoso-
wania tego testu w wirusologii, zaré6wno przy
wykrywaniu antygenow wirusowych, jak i prze-
ciwcial.

O pierwszych probach zaadaptowania testu
ELISA do wykrywania antygenéw wirusowych
doniesli Voller i wsp. (24). Autorzy ci postugu-
jac sie plytkami polistyrenowymi do mikrohe-
maglutynacji wykrywali wirusy roglinne w ste-
zeniu 10—80 w#g/ml. Na podstawie uzyskanych
wynikéw wyrazaja przy tym poglad, ze test ten
znajdzie duze zastosowanie w diagnostyce,
zwlaszcza w badaniach epidemiologicznych z u-
wagi na szybkosé, prostote wykonania oraz duzg
swoisto$¢é. Przydatno$é omawianej techniki do
wykrywania wiruséw roslinnych potwierdzili
Clarck i Adams (5).

Zastosowano takze test ELISA do wykrywa-
nia wirusow ludzkich i zwierzecych obecnych w
plynach zakazonych hodowli oraz w materiale
pochodzacym od zakazonych wirusami ludzi i
zwierzat (7, 8, 15, 23, 25, 26, 27). Wykorzystu-
jac serologiczne powinowactwo miedzy wirusa-
mi NCD (rotawirus cielgt) i IGE (rotawirus bie-
gunki dzieci) uzyto testu ELISA do wykrywania
zakazen u dzieci, postugujgc sie znakowanymi
przeciwcialami dla wirusa NCD (8).

Przy poréwnaniu czulo$ci metody ELISA =z
innymi testami stosowanymi do wykrywania
antygenéw wirusowych stwierdzono na ogét
zbieznos¢ ofrzymanych rezultatéw (8, 27), a w
niektérych przypadkach, jak np. przy wykry-
waniu rotawirusow cielagt uzyskano lepsze wy-
niki, niz przy uzyciu mikroskopu elektronowego
1 immunoelektroosmoforezy (7). W odniesieniu
do rotawiruséw cielat czulo$¢ metody wynosi
od 1—30 ng/ml (7, 15).

Przydatnosé odezynu ELISA wykazano tak-
ze przy badaniu surowic na obecnos$é przeciw-
cial dla szeregu wirusow, jak np.: rézyczki (3,
21, 22}, odry (23), cytomegalii (16, 22, 23), grypy
(4, 6), parainfluenzy (4), opryszczki zwyklej (11,
23), Coxsackie, adenowiruséw (23), rzekomego
pomoru drobiu (20), japonskiego zapalenia moz-
gu (23), wicieklizny (1, 18) i innych. Autorzy
tych badan stwierdzili duzg zgodno§é¢ wynikéw
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uzyskanych ta metodg z innymi odczynami se-
rologicznymi (1, 14, 16, 21 23). W niektérych
przypadkach np. w odniesieniu do przeciwciat
dla wirusoéw grypy czuto$é odezynu ELISA oka-
zala sie 8-krotnie wieksza, niz odczynu OWD
(4) i okolo 8—20-krotnie wieksza, niz odczynu
HI (4, 6).

Przy uzyciu testu ELISA wykazano mozli-
wos¢ roznicowania poszczegdlnych klas przeciw-
cial dla wiruséw cytomegalii (16), wscieklizny
(18), rozycezki (22), co w niektérych przypadkach
posiada duza wartos¢ diagnostyczna, gdyz poz-
wala na okreslenie fazy rozwoju choroby.

Jak wykazal Atanasiu (1) testem ELISA wcze-
$nie] wykrywa sie przeciwciala u ludzi szcze-
pionych p. wsciekliZnie, anizeli innymi metoda-
mi.

Zgodnie podkresla sie wysoksg swoistosé me-
tody ELISA zaréowno przy wykrywaniu wicu-
sow, jak i specyficznych dla nich przeciwcial (1,
3, 5, 6, 20, 24, 27).

Zwrocono uwage, ze pewne czynniki moga
wplywaé ujemnie na swoistod¢ metody i dawacé
reakcje falszywie dodatnie. Nalezy do nich m.
in. czynnik reumatoidalny u ludzi oraz zakaze-
nia bakteryjne (16). Nie stanowi to jednak istot-
nej przeszkody, gdyz probki mozna wstepnie
poddaé¢ badaniom na obecno$é¢ czynnika reuma-
toidalnego (test lateksowy), a zakazeniom bak-
teryjnym skutecznie zapobiega sie przez doda-
nie do surowicy azydku sodu (NalNj;), co nie ma
ujemnego wplywu na przebieg odczynu. Na
swoisto§¢ odczynu wplywa niekiedy takze ro-
dzaj uzytego antygenu. Chociaz na ogoél antyge-
ny dostepne w handlu i stosowane do innych od-
czyndéw serologicznych okazaly sie przydatne
takze w teScie ELISA (22, 23), to w niektérych
przypadkach antygen winien by¢ przystosowany
we wlasnym zakresie, a jego przydatno$é do
testu sprawdzona eksperymentalnie (3, 23, 16).
Oddzialywanie innych czynnikéw, takich jak
czasu adsorpcji, stezenia konjugat itp. wplywa-
jacych na wyniki odezynu ELISA omawiajg
szczegolowo w pracach przegladowych Voller i
wsp. (23) oraz Bidwell i wsp. (3).

Z licznych walorow odczynu ELISA na pod-
kreslenie zastuguje male zuzycie odczynnikow
do tego testu. Stwierdzono np., ze dla oznacze-
nia przeciwcial dla wirusa cytomegalii zuzywa
sie mnie] antygenu, niz w rutynowym tescie
OWD (16).

Rowniez male jest zuzycie surowic do testu
(4), a w szczegbélnych sytuacjach wystarczajaca
jest nawet niewielka ilo$¢ surowicy otrzymana
w mikrokapilarach (3).

Stosujac test ELISA mozliwe staje sie ograni-
czenie stosowania w diagnostyce wirusologicz-
nej hodowli tkankowych, ktérych prowadzenis
nastrecza czasem powazne trudnosci, nawet dla
pracowni specjalistycznych. W tej sytuacji dia-
gnostyke wirusologiczng prowadzi¢ mozna w
kazdym S$rednio wyposazonym laboratorium nie
dysponujacym mozliwosciami prowadzenia ho-
dowli komorkowej.
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Wykorzystujge mozliwosé wzrokowej oceny
wynikéw testu ELISA, odezyn ten mozna stoso-
wac¢ w szerokim zakresie w badaniach epizootio-
logicznych i epidemiologicznych w warunkach
terenowych. Obserwowana zgodno$¢ wynikow
oceny wzrokowej z analizg spektrofotometrycz-
ng potwierdza taka mozliwosé (16, 27).

Metoda ELISA stwarza duze mozliwosci pro-
wadzenia badan ,,masowych”. Opracowano np.
ilosciowa automatyczng metode dla oznaczania
przeciwcial dla wirusa grypy (13). W technice
tej porownanie wartosci miedzy badang suro-
wicg a surowicg standardowa dokonuje zapro-
gramowany kalkulator polaczony ze spektrofo-
tometrem. W niektorych krajach wprowadza sie
w pelni zautomatyzowane systemy o bardzo du-
zej wydajnosci.
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RIDGWAY R. L.: Zatrucie muchomorem (Ammanita
petherina, (Mashroom). Ammanita potherina (poiso-
ning). J. Amer. vet, med. Ass. 172, 681—684, 1978 (6).

Objawy =zatrucia Ammanita potherina sa nastep-
stwem dziatania kwasu ibotenowego i muscimolu. U
kotow objawy zatrucia wystepujg po 15—30 minutach
po zjedzeniu grzyba. Po okresie otepienia wystepuje
podniecenie, ktéremu towarzyszg silne skurcze mies-
niowe. Po 4 godzinnym okresie ekscytacji wystepuje
sennos$é. Leczenie zatruczia polega na stosowaniu $rod-
kow wymiotnych, doustnym podawaniu wegla aktly-
wowanego, wody oraz Srodkéw podtrzymujgeych akceje
oddychania. Dobre efekty uzyskiwano po iniekcjach
[yzostygminy w dawce 0,25—0,5 mg, zas w okresie
podniecenia jest zalecana chlovopromazyna w dawce
0.5—1,0 mg kg wagi ciala. d



