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Вирусные заболевания – одна из основных причин снижения
урожайности картофеля. Y-вирус картофеля (PVY), вызывающий
морщинистую и полосчатую мозаики, а также некрозы клубней является
наиболее распространенным и вредоносным вирусом картофеля на
территории республики Казахстан. Поражение растений данным
фитопатогеном может снизить урожайность культуры до 50%, а также
ухудшить товарные и семенные качества клубней.

Иммунохроматографический анализ является одним из наиболее
эффективных методов для экспресс-диагностики вирусов картофеля. С его
помощью можно выявить вирусную инфекцию в полевых и внелабораторных
условиях за 10-15 минут.

Сущность метода иммунохроматографического анализа заключается в
том, что на пористые мембраны (тест-полоски) в тестовой зоне нанесены
антитела, специфические к Y-вирусу картофеля и их конъюгаты с
окрашенными коллоидными частицами на мембране для конъюгата,
способные взаимодействовать с вирусом, а также в контрольной зоне
антивидовые антитела, специфические к первичным антителам.

Целью настоящих исследований являлась разработка
иммунохроматографического экспресс-теста для определения в растительном
образце Y-вируса картофеля.

Объектом исследований послужил Y-вирус картофеля.
В процессе выполнения исследований разработан протокол накопления

Y-вируса картофеля в культуре каллусной ткани Nicotiana tabacum для
последующего выделения вирусного препарата. На основе метода
ультрацентрифугирования из каллусных культур N. tabacum получен
высокочищенный вирусный препарат.

Определены оптимальные схемы иммунизации кроликов и овец
очищенным препаратом Y-вируса картофеля. Иммунизация кроликов и овцы
состояла из 3-х подкожных инъекций в дозе 10 мкг/мл с интервалом 14 суток.

Очистку полученных сывороток проводили методом фракционирования
(высаливания) в насыщенном растворе сульфата аммония. В результате были
получены препараты очищенных поликлональных антител.



Препараты коллоидного золота получали по методу G. Frens с
использованием цитрата натрия (Sodium citrate dihydrate, Sigma) в качестве
восстановителя золотохлористоводородной кислоты (Gold(III) chloride
hydrate, Sigma). Конъюгат IgG c КЗ получали путем сшивания частиц
коллоидного золота с полученными овечьими поликлональными антителами
к Y-вирусу картофеля, с концентрацией в растворе 20 мкг/мл.

В качестве антивидовых антител к IgG овцы применяли коммерческие
препараты antisheep c титром 1/1000.

Растительные пробы готовили путем растирания листовых навесок
картофеля, пораженного Y-вирусом, массой 200 мкг в 2 мл экстрагирующего
буферного раствора. Наличие вируса в растительном материале определяли
«сэндвич» вариантом ИФА.

Для конструирования теста использовали наборы Easypack Membranes
Kit, Dipstick (Advanced Microdevices Pvt. Ltd, Индия), включающие рабочую
мембрану CNPC на ламинате с размером пор 15 мкм, мембрану для
конъюгата, впитывающую сепарирующую мембрану для образца и конечную
адсорбирующую мембрану.

Конъюгат наносили на конъюгатную мембрану с последующим
высушиванием, очищенные кроличьи антитела IgG, специфические к Y-
вирусу картофеля, наносили в виде узкой полосы на тестовую зону, а также
антивидовые антитела, специфические к первичным антителам (antishееp), на
контрольную зону. Мультимембранный композит разрезали на полоски
шириной 5 мм на автоматическом резаке Index Cutter-1(CША).

С целью определения специфичности разработанного
иммунохроматографического теста проведены лабораторные испытания. Для
проведения ИХА тест-полоску погружали в анализируемую пробу на 1,5 мин
в вертикальном положении, а затем извлекали и помещали на
горизонтальную поверхность. Результаты анализа оценивали визуально через
10 мин (рисунок 1).
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1 – контрольная зона; 2 – тестовая зона; а – коммерческий

иммунострип (Agdia) проверка с коммерческим антигеном PVY; б –
коммерческий иммунострип проверка пораженного PVY образца картофеля;
в – сконструированный иммунострип проверка пораженного PVY картофеля,

г – негативный контроль сконструированного иммунострипа
Рисунок 1 – Иммунохроматографическое определение Y-вируса картофеля в
растительных образцах: внешний вид тест-полосок после проведения анализа
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В результате анализа проводили сравнение сконструированных и
коммерческих иммунострипов. Коммерческие иммунострипы дали
положительный результат на коммерческий вирусный антиген и зараженный
PVY образец картофеля в виде двух окрашенных линий, сконструированные
иммунострипы также дали положительный результат на растительный
образец и отрицательный (одна окрашенная линия) на контрольный образец
без содержания PVY.

Таким образом, в результате эксперимента установлено, что
технические показатели разработанного диагностикума соответствуют
требованиям, предъявляемым к аналогичным тестам, и позволяют проводить
детекцию антигенов PVY в растительном материале.


