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Ochrona upraw przed chorobami pełni kluczową rolę w zwiększaniu efektywności produkcji roślinnej. Do tej pory 
opracowano szereg metod dedykowanych identyfikacji patogenów roślinnych. Najważniejsze z  nich to  metody 
molekularne wykorzystujące reakcję łańcuchowej polimerazy DNA – PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) oraz 
metody immunologiczne bazujące na specyficznych oddziaływaniach przeciwciał z odpowiadającymi im antygenami. 
Jednak wiele z konwencjonalnych metod są czaso- i kosztochłonne, wymagają złożonych urządzeń laboratoryjnych 
oraz nie są dostosowane do przeprowadzania analiz w warunkach polowych. Z tego względu poszukiwane są szybsze, 
tańsze metody detekcji patogenów roślinnych, które pozwoliłby na diagnostykę zarówno w warunkach laboratoryjnych 
jak i środowiskowych. Od wielu lat biosensory cieszą się niesłabnącym zainteresowaniem jako urządzenia o szerokim 
potencjale aplikacyjnym. Wysoka czułość i selektywność, możliwość pomiarów w czasie rzeczywistym, a także często 
niewielkie rozmiary czynią je niezwykle atrakcyjnymi narzędziami analitycznymi. W pracy przedstawiono rutynowe 
metody identyfikacji patogenów roślinnych, a  także budowę, zasadę działania oraz szeroki zakres zastosowań 
biosensorów. Szczególną uwagę poświęcono elektrochemicznym oraz optycznym biosensorom zawierającym 
w  warstwie receptorowej przeciwciała – immunosensory lub fragmenty kwasów nukleinowych – sensory DNA 
zaprojektowanym do detekcji patogenów roślinnych.

Słowa kluczowe: biosensory, detekcja patogenów roślinnych, DNA-biosensory, immunosensory.

Crop protecting plays a key role in increasing the efficiency of plant production. So far, a number of methods dedicated 
to  the  identification of  plant pathogens have been developed. The  most important of  them are  molecular methods 
employed polymerase chain reaction – PCR and immunological methods based on specific interactions of antibodies 
with antigens. However, current methodologies are time-consuming, expensive, require complex laboratory equipment, 
are being not suitable for  in-vivo plant pathogen detection. Therefore there is a strong need to develop alternative, 
low-cost, rapid and with high specificity methods for the detection of plant pathogens which would enable diagnostics 
both in laboratory and environmental conditions. Over the years biosensors are gaining increasing attention due to their 
wide range of applications. High sensitivity and selectivity, the possibility of real-time measurements, and often small 
sizes make them extremely attractive analytical tools. In this work the conventional methods of the plant pathogens 
identification as well as the structure, principle of operation and a wide range of applications of biosensors are described. 
Special attention was paid to  electrochemical and  optical biosensors including as  sensing elements antibodies – 
immunosensors or fragments of nucleic acids – DNA sensors designed for the detection of plant pathogens.

Keywords: biosensors, DNA-biosensors, immunosensors, plant pathogens detection.

Wstęp
Liczba ludności na  świecie z  roku na  rok 

wzrasta i  przewiduje się, że  do  2050 roku osią-
gnie poziom 9 miliardów. Przekłada się to bezpo-
średnio na rosnące zapotrzebowanie na żywność. 
Ostatnie badania wskazują, że w latach 2005‒2050 
globalny popyt na rośliny uprawne zwiększy się 
o 100% (Tilman i in., 2011). Zaspokojenie wciąż 
zmieniającego się popytu na  produkty żywno-
ściowe oraz zredukowanie negatywnego wpły-
wu rolnictwa na  środowisko stanowią kluczowe 
wyzwania, które stoją przed współczesnym świa-
tem (Godfray i  in., 2010). Proponowaną przez 
naukowców oraz organizacje międzynarodowe 

odpowiedzią jest zrównoważona intensyfikacja 
rolnictwa opierająca się na pozyskaniu większej 
ilości żywności z  istniejących gruntów rolnych 
przy jednoczesnym zmniejszeniu jego wpływu 
na środowisko (Lichtfouse i in., 2009).

Kluczową rolę w  zwiększeniu efektyw-
ności produkcji roślinnej odgrywa ochrona 
roślin, a  zwłaszcza zabezpieczenie upraw przed 
chorobami i  ich skutkami. Szacuje się, że  rocz-
ne straty w  plonach spowodowane przez pato-
geny, zwierzęta oraz chwasty sięgają 20-40% 
(Savary i  in., 2012). W  celu zminimalizowania 
szkód spowodowanych chorobami w  uprawach 
w czasie ich wzrostu, zbiorów, przechowywania 
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oraz przetwarzania, a także w celu maksymalizacji 
produktywności i  zapewnienia zrównoważonego 
rozwoju rolnictwa, niezbędna jest szybka i efektyw-
na diagnostyka oraz bezpieczna ochrona.

Metody diagnostyczne patogenów roślinnych
Do  tej pory opracowano szereg bezpośrednich 

oraz pośrednich metod służących do  rozpozna-
wania patogenów roślinnych. Metody serologicz-
ne, molekularne oraz mikrobiologiczne zaliczane 
są do metod bezpośrednich, które umożliwiają anali-
zę wielu próbek jednocześnie. W  tych metodach 
patogeny takie jak wirusy, bakterie czy grzyby 
wywołujące chorobę są  oznaczane bezpośrednio. 
Za  pomocą metod z  drugiej grupy choroba jest 
diagnozowana na  podstawie różnych parametrów 
takich jak: temperatura, zmiany morfologiczne, 
poziom transpiracji czy wydzielanie lotnych związ-
ków organicznych (Fang i Ramasamy, 2015).

Metody molekularne opierają się na  anali-
zie DNA patogenu znajdującego się w  ekstrak-
cie z części badanej rośliny (Leonard i  in., 2003). 
Najczęściej wykorzystywane są  testy oparte 
na  reakcji łańcuchowej polimerazy DNA – PCR 
(ang. Polymerase Chain Reaction) i  jego liczne 
modyfikacje m.in.: Multiplex PCR czy Real-Time 
PCR, a także fluorescencyjna hybrydyzacja in situ 
– FISH (ang. Fluorescence In  situ Hybridization) 
(Salamońska i  in., 2016). Metoda FISH polega 
na  jednoczesnej molekularnej i  immunologicznej 
analizie bakterii dzięki zastosowaniu znakowa-
nych fluorescencyjnie sond rRNA oraz przeciwciał 
specyficznych wobec badanych patogenów. Meto-
dy te charakteryzują się wysoką czułością, specy-
ficznością oraz dokładnością. Stanowią one dobrze 
poznaną technologię, która pozwala na  detekcję 
pojedynczego patogenu w  mieszaninie zawierają-
cej kilka analitów. Z drugiej strony, próbki podat-
ne są  na  zanieczyszczenia, co  może doprowadzić 
do fałszywie pozytywnego wyniku testu. Dodatko-
wo pojawiające się w próbkach inhibitory polime-
razy mogą zahamować przebieg reakcji co skutkuje 
błędnym rezultatem badań (Martinelli i  in., 2015; 
Khater i in., 2017; Fang i Ramasamy, 2015).

Drugą grupą metod stosowanych do  detekcji 
patogenów są  metody serologiczne. Wykorzystują 
one specyficzne oddziaływania przeciwciał z odpo-
wiadającymi im antygenami tworząc w ten sposób 
kompleks immunologiczny. Do  przeciwciał dołą-
czone są odpowiednie znaczniki (markery) tworząc 
tzw. koniugaty, które pozwalają na  wykrycie 
powstałego kompleksu immunologicznego. Zasto-
sowany znacznik determinuje metodę detekcji pato-
genu. Jako markery wykorzystywane są najczęściej 

enzymy, barwniki fluorescencyjne lub radioizo-
topy (Stochła i  in., 2017). Immunoenzymatyczny 
test ELISA (ang. Enzyme-linked Immunosorbent 
Assay) opracowany w  latach 70-tych jest jednym 
z  najczęściej wykorzystywanych, ze  względu 
na możliwość badania dużej liczby prób w  czasie 
pojedynczej analizy. Chociaż metody molekularne 
są bardziej specyficzne i czulsze niż metody sero-
logiczne, to te ostatnie są szybsze, tańsze i pozwa-
lają wykrywać nie tylko organizmy patogenne, 
ale również ich biotoksyny, które mogą nie być 
wyrażane w  genomie organizmu (Leonard i  in., 
2003). Najstarszą techniką detekcji patogenów 
jest metoda mikrobiologiczna, w  której zliczane 
są  komórki bakterii hodowane na  odpowiednich 
pożywkach. Wciąż jest ona stosowana jako meto-
da referencyjna potwierdzająca pozytywny wynik 
testu przeprowadzonego alternatywną techniką. 
Wadą tej metody jest czasochłonność, gdyż testy 
mogą trwać nawet kilkanaście dni (Lazcka i  in., 
2007). Pomimo, że  zarówno metody molekular-
ne jak i  te wykorzystujące tworzenie kompleksów 
immunologicznych znacznie skróciły czas analizy 
w  porównaniu do  klasycznych metod mikrobiolo-
gicznych nadal brakuje możliwości wykrywania 
patogenów w  czasie rzeczywistym tzw. real-time 
w  warunkach polowych. Stosowane dotychczas 
metody analityczne są  kosztowne, czasochłonne, 
a także wymagają wyspecjalizowanego sprzętu oraz 
personelu. Z tego powodu nieustannie trwają bada-
nia nad udoskonalaniem rutynowo stosowanych 
metod laboratoryjnych, a  także poszukiwaniem 
nowych rozwiązań. Opracowane do tej pory metody 
diagnostyczne umożliwiające wykonanie analizy 
poza laboratorium (na polu, w szklarni) najczęściej 
wykorzystują tworzenie kompleksów przeciwciało
-antygen (podobnie jak w testach ELISA), co wiąże 
się z  mniejszą czułością w  porównaniu do  metod 
molekularnych. Te natomiast wymagają izolowania 
RNA/DNA oraz stosowania kosztownej aparatury 
przez co  możliwe są  do  wykonania tylko w  labo-
ratorium. Poszukiwane są  nowe techniki, które 
skrócą czas, koszt oraz pracochłonność analizy, 
będą charakteryzowały się wysoką czułością, selek-
tywnością, a  także umożliwią prowadzenie analiz 
bezpośrednio w  warunkach środowiskowych. 
Od wielu lat wśród kierunków badań rozwijanych 
przez naukowców biosensory cieszą się niesłabną-
cym zainteresowaniem jako urządzenia o szerokim 
potencjale aplikacyjnym.

Biosensory
Biosensory to  rodzaj czujników chemicz-

nych, które w  swojej budowie zawierają element 
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biologiczny służący do  rozpoznawania anali-
tu (oznaczanej substancji). Zgodnie z  definicją 
Międzynarodowej Unii Chemii Czystej i  Stoso-
wanej (IUPAC, ang. International Union of  Pure 
Applied Chemistry) są  to  samodzielne, zintegro-
wane urządzenia, które dostarczają specyficz-
nych ilościowych lub pół-ilościowych informacji 
analitycznych za  pomocą biologicznych elemen-
tów receptorowych (bioreceptorów) znajdujących 
się w  bezpośrednim kontakcie z  przetwornikiem 
(Thevenot i  in., 2001). W  budowie czujników 
chemicznych wyróżniane są  dwie główne części: 
warstwa receptorowa oraz przetwornik. Warstwa 
receptorowa stanowi najważniejszy element, ponie-
waż odpowiada za  specyficzne rozpoznanie anali-
tu. W biosensorach tworzą ją elementy biologiczne 
takie jak: enzymy, nici DNA, przeciwciała, biał-
ka, porfiryny czy organelle komórkowe (rys. 1). 

Warunkuje ona podstawowe parametry pracy czuj-
nika, które decydują o jego użyteczności. Najważ-
niejsze z  nich to: selektywność, czułość, zakres 
dynamiczny i  liniowy krzywej kalibracji, granica 
oznaczalności i  wykrywalności oraz czas odpo-
wiedzi. Istotne są  również stabilne i  powtarzal-
ne odpowiedzi czujników, ich czas życia, a  także 
wiarygodność otrzymywanych rezultatów (Brzózka 
i Wróblewski, 1999; Sankiewicz i in., 2014). Zada-
niem przetwornika jest konwersja sygnału chemicz-
nego na sygnał mierzalny fizycznie np. elektryczny 
lub optyczny. Detekcja może wiązać się ze  zmia-
ną mierzonego sygnału, jego pojawieniem się lub 
zanikiem. Najczęściej stosowane są  przetworni-
ki elektrochemiczne oraz optyczne. W  literaturze 
opisywane są również biosensory zawierające prze-
tworniki piezoelektryczne lub termiczne.

Rys.1 Schemat budowy biosensora wraz z przykładowymi przetwornikami oraz substancjami biologicznymi w warstwie 
receptorowej

Fig. 1. Schematic diagram of biosensor with exemplary transducers and biological substances forming receptor layer

Oddziaływanie bioreceptora z analitem generu-
je sygnał chemiczny charakterystyczny dla danego 
zjawiska biologicznego. Jest on następnie przetwa-
rzany przez przetwornik na sygnał użyteczny anali-
tycznie, a na końcu rejestrowany np. przez komputer. 
Mechanizm rozpoznawania i  wiązania się analitu 
z  receptorami w  warstwie chemoczułej porówny-
wany jest do dopasowania klucza do zamku. Tylko 
w przypadku odpowiedniego dopasowania analitu – 
klucza do receptora – zamku, inicjowany jest sygnał 
(Kłos-Witkowska, 2015).

Biosensory są  najczęściej klasyfikowane 
ze  względu na  zawarty w  warstwie receptorowej 
element biologiczny jak również rodzaj przetwor-
nika. Najstarszą grupę stanowią biosensory enzy-
matyczne, w  których enzymy (biokatalizoatory) 

selektywne rozpoznają substraty i  katalizują ich 
reakcję. Najpopularniejszym przedstawicielem tej 
grupy bioczujników jest glukometr. Często warstwę 
receptorową tworzą przeciwciała, które specyficz-
nie (selektywnie) tworzą kompleksy z antygenami. 
Takie kompleksy stosowane są m.in. w komercyjnie 
dostępnych testach ciążowych. Wykorzystywane 
są poliklonalne, monoklonalne, a także rekombino-
wane przeciwciała zależnie od  ich sposobu synte-
zy i  selektywności. W  literaturze przedstawiane 
są również biosensory w których elementem biolo-
gicznie aktywnym są  antygeny, białka, porfiryny 
a także całe organizmy takie jak bakterie czy wirusy. 
Interesującą nową grupą biosensorów są aptasenso-
ry, zawierające aptamery czyli jednoniciowe, synte-
tyczne oligonukleotydy (krótkie fragmenty DNA 
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bądź RNA) lub peptydy, które dzięki możliwości 
przyjmowania ściśle określonych form przestrzen-
nych specyficznie wiążą dany analit (Chambers 
i in., 2008).

Ze  względu na  rodzaj sygnału generowane-
go przez przetwornik, jako wyniki oddziaływania 
receptora z analitem, biosensory dzielą się na cztery 
główne grupy: elektrochemiczne, optyczne, piezo-
elektryczne oraz termiczne (Kłos-Witkowska 2015, 
Perumal i Hashim, 2014). W ostatnich latach wyko-
rzystywane są również inne przetworniki np. magne-
tyczne lub mikromechaniczne. Najstarszą grupę 
stanowią biosensory elektrochemiczne, które dalej 
dzielą się na amperometryczne, potencjometryczne, 
konduktometryczne oraz impedancyjne w zależno-
ści od generowanego sygnału. Jest to odpowiednio: 
natężenie prądu, potencjał (siła elektromotorycz-
na ogniwa), przewodność lub impedancja. Są  one 
wciąż jednymi z  najczęściej stosowanych typów 
czujników (Grieshaber i  in., 2008). Charakteryzu-
ją się niskim kosztem produkcji, łatwością obsługi, 
wysoką czułością, krótkim czasem odpowiedzi oraz 
możliwością miniaturyzacji. Z drugiej strony wyka-
zują wrażliwość na  zakłócenia pola magnetyczne-
go oraz na  zmiany pH środowiska pomiarowego, 
co  może stanowić przeszkodę gdy zmiana ta  jest 
wywołana innym czynnikiem niż oddziaływanie 
pomiędzy bioreceptorem a analitem. Zmiana pH lub 
siły jonowej badanego roztworu np. buforu zawie-
rającego analit lub substrat reakcji enzymatycznej 
może skutkować zarejestrowaniem różnej wartości 
sygnału biosensora.

W  ostatnich latach wielu naukowców prowa-
dziło intensywne badania nad biosensorami 
optycznymi. Są  one równie popularne co  biosen-
sory elektrochemiczne (Lazcka i in., 2007). Dzięki 
wysokiej czułości, małym rozmiarom, możliwo-
ścią bezpośredniej analizy bez użycia znaczni-
ków w  czasie rzeczywistym oraz równoczesnemu 
oznaczeniu kilku analitów stanowią alternatywę 
w stosunku do konwencjonalnych metod. Czujniki 
te rejestrują zmiany parametrów optycznych wyko-
rzystując takie zjawiska jak: luminescencja, fluore-
scencja, fosforescencja, absorpcja, polaryzacja 
oraz załamania światła. Coraz częściej spotykane 
w literaturze są optyczne biosensory opierające się 
na zjawisku powierzchniowego rezonansu plazmo-
nowego (SPR, ang. Surface Plasmon Resonance). 
Za pomocą metody SPR badane są zmiany współ-
czynnika załamania promieniowania spowodowane 
związaniem się cząsteczek analitu na  powierzch-
ni metalu (Sankiewicz i  in., 2014). Nieco rzadziej 
stosowane są  przetworniki piezoelektryczne które 
opierają się na zjawisku odkrytym przez braci Curie 

w 1880 r. Polega ono na pojawianiu się ładunków 
elektrycznych na  powierzchni materiałów (piezo-
elektryków) pod wpływem naprężeń mechanicz-
nych. W takich czujnikach przetwornik wykonany 
jest z  materiału piezoelektrycznego, najczęściej 
kwarcu, pokrytego warstwą receptorową, który 
drga z  pewną częstotliwością. Oddziaływanie 
analitu z  bioreceptorem powoduje zmianę często-
tliwości, kontrolowaną przez zewnętrzy sygnał 
prądowy. Wywołana zmiana prądu dostarcza infor-
macji o masie analitu. Z reguły stosowane są dwa 
typy przetworników piezoelektrycznych: mikro-
waga kwarcowa (QMB, ang. Quartz Microbalan-
ce) oraz czujniki bazujące na zjawisku akustycznej 
fali powierzchniowej (SAW, ang. Surface Acoustic 
Wave). W przeciwieństwie do wyżej opisywanych 
czujników, biosensory piezoelektryczne charakte-
ryzują się niskimi czułościami i wysoki granicami 
oznaczalności (Kłos-Witkowska, 2014). Za pomocą 
biosensorów termicznych rejestrowana jest zmiana 
ciepła wynikająca z rozpoznania przez bioreceptor 
analitu. Może być ona powiązana z ilością powsta-
łego produktu lub ubytkiem substratu reakcji. 
Największymi zaletami tych czujników są: stabil-
ność, wysoka selektywność, łatwa miniaturyzacja, 
krótki czas odpowiedzi, a także możliwość analizy 
zanieczyszczonych próbek. Z drugiej strony do ich 
stosowania potrzebna jest często skomplikowana 
aparatura. 

Historia biosensorów rozpoczęła się w  latach 
50 ubiegłego wieku wraz z badaniami prof. Lelen-
da C. Clarka Jr., nad elektrochemiczną redukcją 
tlenu na  elektrodzie platynowej. Rezultatem jego 
badań był sensor czuły na  tlen nazwany później 
elektrodą Clarka. Służył do  określania zawar-
tości tlenu we  krwi, wodzie i  innych cieczach 
w czasie rzeczywistym. W 1962  r. L. C. Clark Jr. 
oraz C. Lyons opracowali pierwszy enzymatycz-
ny biosensor do  oznaczania glukozy. Opracowana 
technologia została przeniesiona do  firmy Yellow 
Springs International Company (YSI), która 
w 1975 r. wprowadziła na rynek pierwszy analizator 
do  bezpośredniego pomiaru glukozy. Urządzenia 
te były głównie wykorzystywane w  laboratoriach 
klinicznych ze  względu na  swoją wysoką cenę. 
Pod koniec lat 60 został zaprezentowany pierwszy 
potencjometryczny biosensor służący do  oznacza-
nia mocznika. Była to  jonoselektywna elektroda 
z unieruchomioną ureazą czuła na  jony amonowe. 
W połowie lat 70 w warstwie receptorowej zastoso-
wano po raz pierwszy przeciwciała, tworząc immu-
nosensor. Biosensory zyskały popularność w latach 
80. XX wieku, odzwierciedlając rosnący nacisk 
na biotechnologię. W ciągu tej dekady wprowadzono 
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nowe przetworniki, w tym optyczne (światłowody) 
i  piezoelektryczne (masowe). Pierwszy biosensor 
do samodzielnego monitorowania poziomu glukozy 
we krwi był wielkości długopisu i został wprowa-
dzony na rynek 1987 r. przez firmę Medisense Inc. 
Dalsze badania nad biosensorami doprowadziły 
w latach 90 do opracowania podskórnie wszczepia-
nych elektrod wielkości igły do ciągłego monitoro-
wania poziomu glukozy. Kolejnym przełomowym 
odkryciem był biosensor zawierający kwasy nukle-
inowe (DNA) w  warstwie receptorowej. Ostatnie 
dwie dekady to przede wszystkim połączenie nano-
technologii i biosensorów poprzez m.in. wykorzy-
stanie nanotechnologii krzemu, nanocząstek złota 
czy nanorurek węglowych (Kim i in., 2019). Można 
stwierdzić, że początkowo siłą napędową rozwoju 
biosensorów była potrzeba opracowania czujni-
ka do  monitorowania poziomu glukozy we  krwi 
w warunkach domowych (Magner, 2013). Z czasem 
projektowano biosensory do  oznaczania wielu 
innych analitów. W przeciągu ostatnich dwudzie-
stu lat liczba publikacji naukowych o  tematyce 

biosensorów wzrosła ponad 10-krotnie, jak podaje 
baza danych Web of Science. Jest to potwierdze-
nie ogromnego zainteresowania nie tylko naukow-
ców ale również przedstawicieli przemysłu, którzy 
wspierają finansowo badania nad biosensorami 
(Kłos-Witkowska, 2014).

Początkowo biosensory projektowano do zasto-
sowań medycznych, przede wszystkim oznaczania 
glukozy we krwi (Wang, 2008). Z czasem jednak 
zakres ich zastosowań stopniowo się powięk-
szał. Wysoka czułość i  selektywność, możliwość 
pomiarów w czasie rzeczywistym, a  także często 
niewielkie rozmiary czynią je  niezwykle atrak-
cyjnymi narzędziami analitycznymi. W  literatu-
rze odnaleźć można szereg prac przeglądowych 
przedstawiających wykorzystanie biosensorów 
w medycynie, analizie żywności, ochronie środo-
wiska, przemyśle obronnym czy w  badaniach 
biofarmaceutycznych. W tabeli 1 zebrano przykła-
dowe zastosowania biosensorów w różnorodnych 
dziedzinach.

 
Tabela 1. Przykładowe zastosowania biosensorów w różnych dziedzinach

Table 1. Examples of applications of biosensors in various fields

Obszar zastosowań
Field of application

Cel analizy
Aim of the analysis

Referencja
Reference

Medycyna

Monitorowanie poziomu glukozy we krwi Wang, 2008

Diagnostyka chorób nowotworowych Cynk i Gaweł, 2012

Wykrywanie wirusa HIV (ang. Human Immunoeffciency Virus) Farzina i in. 2020

Detekcja hormonów Eguilaz i in.2010

Wykrywanie markerów chorób układu sercowo-naczyniowego Pultar, J. 2009

Produkty spożywcze

Kontrola żywności modyfikowanej genetycznie Radecki i in. 2006

Detekcja patogenów w żywności Leonard i in. 2003

Wykrywanie alergenów w żywności Zhou i in. 2019

Oznaczanie pestycydów  Cesarino i in. 2019

Ochrona środowiska

Ocena jakości wody  Kołwzan 2009

Detekcja jonów metali ciężkich w wodzie Gumpu i in. 2015

Oznaczanie pestycydów Pundira i in. 2019

Przemysł obronny

Detekcja wąglika Hao i in. 2009

Wykrywanie rycyny Cunningham i in. 2015

Detekcja jadu kiełbasianego Shi i in. 2015

Zastosowanie biosensorów do detekcji patogenów 
roślinnych

Intensywnie rozwijanym obszarem zastosowań 
biosensorów jest rolnictwo. Prowadzone są badania 
nad bioczujnikami, które pozwoliłyby na  szybką, 
niedrogą, łatwą oraz możliwą do  przeprowadze-
nia w  warunkach polowych detekcję patogenów 
roślinnych. Najczęściej do tego celu projektowane 

są  czujniki zawierające w  warstwie receptoro-
wej przeciwciała – immunosensory lub fragmenty 
kwasów nukleinowych – sensory DNA w połącze-
niu z  przetwornikiem elektrochemicznym oraz 
optycznym.

W  biosensorach elektrochemicznych możli-
we są  dwa sposoby detekcji (rys 2). Elektroche-
miczna spektroskopia impedancyjna (EIS, ang. 
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Electrochemical Impedance Spectroskopy) wyko-
rzystywana jest jako metoda bezpośrednia, w której 
wartość rejestrowanego sygnału bezpośrednio jest 
związana z  ilością oznaczanego patogenu w bada-
nym materiale. Biosensorem impedancyjnym jest 
zwykle elektroda wykonana z  metalu szlachet-
nego (złoto, platyna) lub węgla szklistego z  unie-
ruchomionym receptorem np.  przeciwciałem lub 
pojedynczą nicią DNA. Rozpoznanie molekularne 
tj.  utworzenie kompleksu z  antygenem lub hybry-
dyzacja nici DNA (odpowiednio) generuje zmianę 
na  granicy faz elektroda/roztwór czego wynikiem 
jest rejestrowana zmiana impedancji. Tego typu 
czujniki charakteryzują się wysoką czułością, 
jednak ich niewystarczająca selektywność w prób-
kach o złożonym składzie pozostaje nierozwiązanym 
wyzwaniem ograniczającym ich komercjalizację. 
Dodatkową trudnością jest interpretacja uzyska-
nych wyników. Współpraca dwóch polskich grup 
badawczych Instytutu Rozrodu Zwierząt i  Badań 
Żywności PAN oraz Instytutu Ogrodnictwa kilka 
lat temu zaprezentowała immunosensory impe-
dancyjne do  detekcji dwóch patogenów wywołu-
jących choroby roślin: wirusa ospowatości śliwy 
(PPV) (Jarocka i in., 2011) oraz wirusa nekrotycz-
nej pierścieniowej plamistości (PNRSV) (Jaroc-
ka i  in., 2013). Opracowany czujnik do  detekcji 
PNRSV charakteryzował się dobrą czułością oraz 
selektywnością, a także wymagał niewielkiej obję-
tości próbki (10 ml). Zademonstrowano zdolności 
dyskryminacyjne biosensora, który rozróżniał prób-
ki z ekstraktów zdrowych roślin od próbek zawie-
rających 0,01% ekstraktu z  zakażonego materiału 
roślinnego (Jarocka i in., 2013).

Metody pośrednie tzw. znacznikowe wymagają 
obecności odpowiedniej substancji, którego ilość 
z  jednej strony wpływa na wielkość rejestrowane-
go sygnału, a z drugiej jest bezpośrednio związana 
z ilością patogenu w próbce. Jest to połączenie immu-
nologicznej metody ELISA z  technikami ampero-
metrycznymi lub woltamperometrycznymi (Felix 
i Angnes, 2018; Kokkinos i in., 2016). Rejestrowa-
ny sygnał prądowy jest efektem reakcji utleniania 
lub redukcji produktu reakcji katalizowanej przez 
enzym, która zachodzi na  powierzchni elektrody 
pracującej. Utworzenie kompleksu immunologicz-
nego pomiędzy przeciwciałem a antygenem deter-
minuje zajście reakcji enzymatycznej, analogicznie 
do testu ELISA. Przeciwciała znakowane są najczę-
ściej peroksydazą chrzanową (HRP) lub alkalicz-
ną fosfatazą (AP) ze  względu na  szeroki wybór 
substratów reakcji które katalizują, ich wysoką 
wydajność oraz warunki reakcji sprzyjające pomia-
rom prądowym (pH, stężenie, rozpuszczalność 

w wodzie). Niestety niewielka dostępność koniuga-
tów przeciwciał z enzymami stanowi istotne ograni-
czenie tej metody (Khater i in., 2017). Mendes wraz 
ze współpracownikami opracował woltamperome-
tryczny immunosensor do  wczesnej detekcji rdzy 
soi wywoływanej przez grzyba Phakopsora Pachy-
rhiz. Na powierzchnię zminiaturyzowanej elektrody 
węglowej (ang. screen-printed) nakładano zawie-
sinę zawierającą zmodyfikowane magnetyczne 
cząstki. Na  ich powierzchni powstawał kompleks 
immunologiczny antygen-przeciwciało znakowa-
ne alkaliczną fosfatazą. Zaobserwowano nie tylko 
znaczą różnicę rejestrowanego sygnału w obecno-
ści antygenu w próbce, ale również liniową zależ-
ność pomiędzy jego zawartością a  natężeniem 
prądu (Mendes i in., 2012). Woltamperometryczny 
immunosensor do detekcji bakterii Pantoea stewar-
tii sbusp. Stewartii (PSS) przyczyny bakteryjne-
go więdnięcia kukurydzy przedstawił Zhao i wsp. 
(Zhao i  in., 2014). W  celu amplifikacji sygna-
łu zastosowano nanocząstki złota (AuNP), które 
powleczono przeciwciałami znakowanymi perok-
sydazą chrzanową. Dzięki temu uzyskano granicę 
detekcji na poziomie 7,8×103 CFU/ml co w porów-
naniu do wyników konwencjonalnego testu ELISA 
– 1,5×105 CFU/ml stanowiło 20-krotnie niższą 
granicę detekcji. Podobnie, woltamperometryczna 
detekcja wirusa mozaiki ogórka (CMV, Cucum-
ber Mosaic Virus) z  wykorzystaniem przeciwciał 
znakowanych HRP charakteryzowała się 5- krotnie 
niższą granicą detekcji w stosunku do referencyjnej 
metody ELISA połączonej ze spektrofotometryczną 
detekcją o-fenylenodiaminy (Jiao i in., 2000).

W  biosensorach elektrochemicznych dedyko-
wanych do  detekcji patogenów roślinnych jako 
bioreceptory stosowane są  również pojedyncze 
fragmenty nici DNA (tzw. sondy DNA). Obec-
ność w próbce komplementarnej nici do  tej unie-
ruchomionej na  powierzchni elektrody prowadzi 
do  reakcji hybrydyzacji, którą można obser-
wować za  pomocą technik prądowych. Biosne-
sor DNA do  oznaczania wirusa śliwy (Plum Pox 
Virus) był efektem współpracy grup badawczych 
z Instytutu Rozrodu Zwierząt i  Badań Żywności 
PAN oraz Instytutu Ogrodnictwa (Malecka i  in., 
2014). Reakcja hybrydyzacji unieruchomione-
go na  powierzchni elektrody z  węgla szklistego 
zmodyfikowanego oligonukleotydu NH2-ssDNA 
i  dwóch komplementarnych nici DNA o  różnych 
długościach generowała sygnał rejestrowany 
za  pomocą woltamperometrii fali prostokątnej 
w obecności sondy redoks [Fe (CN) 6]

3-/4-. Uzyska-
no granicę detekcji na  wynoszącą 12,8  pg/ml. 
Khater wraz z  współpracownikami opracował 
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impedancyjny DNA-biosensor do  oznaczania 
wirusa CTV (Citrus tristeza virus) atakującego 
cytrusy (Khater i in., 2019). Warstwę receptorową 
stanowiła powierzchnia sitodrukowanej elektro-
dy węglowej (SPCE, ang. Screen-Printed Carbon 
Electrode) z  osadzonymi nanocząsteczkami złota, 
do  której przyłączono nici DNA zmodyfikowane 

grupą tiolową. Pomiary prowadzono za  pomocą 
spektroskopii impedancyjnej (EIS) w  obecności  
sondy redoks [Fe (CN) 6] 

3-/4-. Otrzymano logaryt-
miczną zależność pomiędzy rejestrowaną wartością 
impedancji a  stężeniem DNA wirusa w  zakresie 
0.1‒10 μM.

Rys. 2 Schemat identyfikacji patogenów za pomocą biosensorów elektrochemiczych

Fig. 2. Schematic of pathogen identification strategies using electrochemical biosensors

Do  detekcji patogenów roślinnych projekto-
wane są  również biosensory z  przetwornikami 
optycznymi. Opisywane w  literaturze immuno-
sensory optyczne opierają się na  systemach typu 
latera-flow (testy paskowe), zjawisku fluorescencji 
oraz powierzchniowego rezonansu plazmonowe-
go (SPR). Testy paskowe od  wielu lat cieszą się 
niesłabnącym zainteresowaniem ze względu na ich 
prostotę, niewielki koszt oraz możliwość wykona-
nia analizy w warunkach środowiskowych (Stochła 
i  in., 2017). W  warstwie receptorowej tego typu 
czujników stosowane są  nie tylko przeciwciała, 
ale również pojedyncze nici DNA oraz aptamery. 
Często w  celu intensyfikacji sygnału wykorzystu-
je się są nanocząstki metali np.  złota, platyny lub 
srebra. Przewodowski wraz ze współpracownikami 
opracował i opatentował testy paskowane do iden-
tyfikacji bakterii Clavibacter Sepedonicus comb. 
nov. sprawcy bakteriozy pierścieniowej ziemniaka. 
Zaprojektowane testy charakteryzowały się granicą 
detekcji na poziomie 5×103 CFU/ml (Przewodow-
ski i Barnyk, 2009). Podobne rozwiązanie do detek-
cji wirusa ziemniaka X zaprezentował Drygin wraz 
ze współpracownikami (Drygin i in., 2012) uzysku-
jąc granicę detekcji 2  ng/ml. Selektywność testu 
zbadano względem innych wirusów ziemniaka Y, M 

oraz A. Wciąż prowadzone są badania nad biosen-
sorami tego typu głównie pod kątem zwiększenia 
ich czułości oraz możliwości ilościowej analizy.

Fluorescencyjny immunosensor wykorzystano 
do oznaczania kilku patogenów roślinnych jedocze-
śnie, bakterii Acidovorax avenae subsp. Citrulli 
(AAC) oraz trzech wirusów Chilli vein-banding 
mottle virus (CVbMV), Watermelon silver mottle 
virus (WSMoV) i Melon yellow spot virus (MYSV). 
W badaniach posłużono się magnetycznymi mikros-
ferami powleczonymi przeciwciałami specyficz-
nymi względem każdego z  badanych antygenów 
oraz przeciwciałami znakowanymi barwnikiem 
fluorescencyjnym R-fikoerytryną. Jednoczesne 
oznaczanie kilka patogenów w próbce to  innowa-
cyjne podejście, o dużym potencjale aplikacyjnym 
jednak wadą tego rozwiązania jest złożoność anali-
zy (Charlermroj i in. 2013).

Biosensory SPR powstały ponad 20 lat temu 
i  od  tego czasu trwają intensywne prace nad ich 
udoskonalaniem (Damborsky i  in., 2016). Immu-
nosensor SPR zawierający nanopręty złota opraco-
wano do detekcji wirusów rośliny storczykowatych 
(Cymbidium Mosaic Virus – CymMV oraz Odonto-
glossum Ring Spot Virus – ORSV) (Lin i in. 2014). 
Warstwa receptorowa zawierała przeciwciała 
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specyficzne względem wirusów zmodyfikowa-
ne za  pomocą nanoprętów złota dzięki czemu 
uzyskano szersze spektrum w  którym widoczne 
były zmiany sygnałów związane z  rozpoznaniem 
molekularnym. W ten sposób rozwiązano problem 
interferencji matrycy próbki. Uzyskano granice 
oznaczalności na  poziomie 48 pg/ml (CymMV) 
i 42 pg/ml (ORSV). Laboratoryjny prototyp immu-
nosensora SPR wykorzystano do  detekcji grzyba 
Pseudocercospora fijiensis sprawcy czarnej Siga-
toki atakującej banany (Luna-Moreno i  in. 2019). 
Zaprezentowany czujnik charakteryzował się grani-
cą oznaczalności wynoszącą 11.7 μg/ml oraz zakre-
sem liniowym 39.1 – 122 μg/ml. Wielu naukowców 
prowadzi badania nad immunosensorami SPR, 
rezultatami ich pracy są czujniki do detekcji wiru-
sa mozaiki tytoniu (TMV) (Boltovets i  in. 2002) 
czy grzyba Phytophthora infestans sprawcy zarazy 
ziemniaka.

Przetwornik optyczny SPR połączono również 
warstwą receptorową złożoną z  nici DNA. 
Za pomocą takiego biosensora w połączeniu z reak-
cją PCR przeprowadzono detekcję grzyba Fusarium 
culmorum wywołującego choroby zbóż (Zezza i in. 
2006). Sondę DNA unieruchomiono na powierzch-
ni biosensora za pomocą niekowalencyjnego wiąza-
nia biotyna- streptawidyna. Hybrydyzacja sondy 
DNA z produktami reakcji PCR (dsDNA) genero-
wała rejestrowany sygnał.

Popularnym rozwiązaniem optycznych biosen-
sorów DNA jest detekcja kolorymetryczna z wyko-
rzystaniem nanocząstek złota w testach paskowych 
oraz testach agregacji. Bakterie Acidovorax avenae 
subsp. Citrulli wywołujące bakteryjną plamistość 
owoców oznaczono za  pomocą testu paskowego 
z  unieruchomionymi na  powierzchni nanocząstek 
złota sondami pojedynczymi nićmi DNA. Potwier-
dzono skuteczność oznaczenia patogenu oraz 
możliwość analizy półilościowej (Zhao i in., 2011). 
Przepływowy mikroczip do  detekcji patogenów 
z gatunku Phytophthora zaprezentowała Schwenk-
bier wraz z współpracownikami (Schwenkbier i in., 
2015). W  opracowanym biosensorze wykorzysta-
no izotermiczną amplifikację za  pomocą helikazy 
do zaprojektowania starterów DNA. Hybrydyzacja 
komplementarnych nici DNA a  następnie osadze-
nie nanocząstek srebra umożliwiło zarejestrowanie 
sygnału. W literaturze odnaleźć można wiele innych 
bioczujników zawierających różnorodne biolo-
giczne elementy oraz wykorzystujące najnowsze 
odkrycia zakresu technologii materiałów dedyko-
wane detekcji patogenów roślinnych. Przedstawio-
ne zostały przykładowe prototypy biosensorów. 
W laboratoriach na całym świecie trwają intensywne 

prace nad czujnikami opartymi na innych metodach 
detekcji, a  także nad udoskonalaniem dotychczas 
wykorzystywanych metod.

Podsumowanie
Detekcja patogenów roślinnych stanowi ważny 

kierunek badań naukowych. Opracowanie szybkiej, 
prostej oraz niedrogiej metody wczesnego wykrywa-
nia patogenów roślinnych pozwoliłoby na większą 
kontrolę zdrowotności roślin co mogłoby się prze-
łożyć na wzrost produktywności rolnictwa. Pomimo 
dobrze poznanych dotychczas stosowanych metod 
molekularnych i serologicznych, wciąż poszukiwa-
ne są nowe rozwiązania umożliwiające wykonanie 
analizy w warunkach polowych oraz redukcję czasu 
i kosztów pojedynczej analizy. Jednym z potencjal-
nych rozwiązań jest wykorzystanie biosensorów. 
Charakteryzują się prostą budową oraz możli-
wością miniaturyzacji, a  mnogość potencjalnych 
materiałów do  ich konstrukcji rośnie. Historia 
rozwoju biosensorów ściśle wiąże się z  intensyw-
ną potrzebą opracowania urządzenia pozwalającego 
samodzielnie kontrolować poziom cukru we krwi. 
Z czasem zakres zastosowań tych urządzeń stopnio-
wo się powiększał, od diagnostyki medycznej przez 
ochronę środowiska, kontrolę jakości produktów 
spożywczych po  wykrywanie materiałów niebez-
piecznych. Nadal jednak stanowią one znaczny 
obszar badawczy dla wielu naukowców. W  litera-
turze zaprezentowano biosensory służące do detek-
cji wirusów, grzybów oraz bakterii wywołujących 
choroby roślin. Z reguły są to elektrochemiczne lub 
optyczne czujniki zawierające warstwę receptorową 
złożoną z przeciwciał lub sond DNA. Wciąż jednak 
większość z nich to  laboratoryjne prototypy, które 
być może w przyszłości zostaną skomercjalizowane 
i spopularyzowane.

Praca powstała w  wyniku realizacji projektu 
badawczego MINIATURA 3  Nr DEC-2019/03/X/
NZ9/01197 finansowanego ze środków Narodowe-
go Centrum Nauki.
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