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Obecnie najczgsciej stosowanymi metodami wykrywania infekcji wiru-
sowych w ziemniakach sg — DAS-ELISA, RT-PCR i RT-PCR w czasie rze-
czywistym. Za pomoca DAS-ELISA mozna testowaé wiele prob jednocze-
snie, dzigki czemu metoda ta znalazla szerokie zastosowanie w rutynowej
ocenie porazenia ziemniakéw wirusami. Metody molekularne umozliwiaja
wykrywanie wiruséw z czutoscig o kilka rzedow wielko$ci wyzszg niz DAS-
ELISA, sa jednak stosunkowo kosztowne a ich wykonanie jest czasochtonne,
przez co nie s wykorzystywane w rutynowej diagnostyce wiruséw ziemnia-
ka. Dobrg alternatywe dla obu grup metod moze stanowi¢ izotermiczna am-
plifikacja kwasow nukleinowych oparta o tworzenie zapetlonych fragmentéw
DNA i ich amplifikacj¢ za pomocg 4 lub 6 starteréw (Loop-mediated AMPIi-
fication — LAMP). Reakcje LAMP wykonuje sie w temperaturze 60-65°C.
‘W tych warunkach niektére regiony DNA oscyluja pomiedzy stanem jedno -
i dwuniciowym. Umozliwia to przylgczenie starterdw, zaprojektowanych dla
tych regionéw i ich wydtuzanie przez polimeraze posiadajaca aktywnos$é wy-
miany nici. Dzigki tym cechom w LAMP nie trzeba denaturowaé termicznie
namnazanego fragmentu DNA. W potaczeniu z reakcjg odwrotnej transkryp-
¢ji (RT-LAMP) metoda umozliwia wykrywanie patogenéw, ktérych genom
zbudowany jest z kwasu rybonukleinowego (Notomi, 2000), np. wirusow
ziemniaka. RT-LAMP pozwala na wykrywanie wiruséw z co najmniej takg
~ samg czuloscig jak RT-PCR w znacznie krotszym czasie a amplifikacje moz-

na monitorowaé w czasie rzeczywistym, dzieki czemu mozliwa jest analiza
wielu préb jak w DAS-ELISA. :

Dlatego w niniejszej pracy podjeto probe opracowania testu RT-LAMP
stosujac jako model wirus Y ziemniaka (PVY), stanowigcy obecnie najwiek-
sze zagrozenie dla upraw ziemniakow (Wrdbel i Wasik 2013). W tym celu
zaprojektowano zestaw starterow Y5 w oparciu o konserwatywny region se-
kwencji kodujacej biatko ptaszcza PVY. Reakcje RT-LAMP wykonano w 65°
C. Mieszanina reakcyjna (25 pl) zawierata 3 pary starteréw Y5 (wewnetrzne
FIP i BIP, zapetlajace LF i LB, zewnetrzne F3 i B3), 15 pl Isothermal Ma-
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stermix Fluorescent Dye (IS0-001, Novazym), 10 U odwrotnej transkryptazy
(Roche) oraz 1 ul RNA wyizolowanego z badanych prob. Czutos¢ RT-LAMP
poréownano do testow paskowych (LFA), testu DAS-ELISA oraz RT-PCR.
Poréwnanie czutosci metod wykrywania, przeprowadzono stosujac sok uzy-
skany z lisci ziemniaka zakazonego PVY. Przygotowano rozcienczenia soku
buforem do prob DAS-ELISA (1xPBS; 2% PVP; 0,05% Tween 20)
1 wykonano seri¢ rozcienczefl od dziesigciu do miliona razy. Test paskowy
LFA (PVY AgriStrip, Bioreba, nr kat.: 112981) 1 DAS-ELISA (Bioreba PVY
przeciwciala poliklonalne, nr kat.: 110580) przeprowadzono zgodnie
z instrukcjami producentéw, wykorzystujac przygotowang seri¢ rozcienczen.
W celu okreslenia czutosci metod molekularnych z kazdego przygotowanego roz-
cienczenia izolowano catkowite RNA. Tak przygotowane proby analizowano za
pomocg RT-LAMP oraz testem RT-PCR wykonanym wg Zacharzewska i inni
(2014). Kazde doswiadczenie powtarzano co najmniej trzy razy.

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono, ze metoda
RT-LAMP posiada czutos¢ okoto 10-razy wyzsza od RT-PCR oraz okoto
1000-razy wyzszg od DAS-ELISA i testéw paskowych (LFA). Z uwagi na
wysoka czutod¢ i duza tatwosé¢ wykonania, opracowana metoda RT-LAMP
ma duzy potencjat aplikacyjny do rutynowej diagnostyki PVY.
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