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Spis tresci World Wide Web

Niewiele dziedzin nauki rozwija si¢ tak szybko jak

Zespo opracowujacy biotechnologia. Aby mozna bylo je ciagle sledzi¢ i
Prawa autorskie 04 L . . e
poznawa¢ ich najnowszy stan, a nastgpnie mozliwie
O niniejszym materiale dydaktycznym tanio rozpowszechnia¢, zeszyty dydaktyczne EIBE
wprowadzenie 04 rozpowszechnia sie przy pomocy mediéw
p isv bezpi ist 05 elektronicznych.
rzepisy bezpleczenstwa Niniejszy zeszyt (i réwniez wszystkie inne materialy
Zestaw Trichem ELISA 06 dydaktyczne EIBE) stoja do dyspozycji w calej
. . Europie i na §wiecie w World Wide Web.
Test immunodyfuzyjny 11

Mozna je znalez¢ pod
Zestaw Steffens ELISA 14 http/=+w.reading.ac.uk.:8001/
Wszystkie zes dydaktyczne EIBE w World Wide
Web sa plikami w formacie Portable Document
Format (PDF). Oznacza to, ze zachowana zostaje
wysoka jakos¢ rysunkow, barwnych wykresow,
czcionki i uktadu graficznego, niezaleznie od
zastosowania systemu (Maclntosh tacznie z Power
PC, Windows, DOS lub Unix).
Pliki PDF sa rowniez mniejsze niz ich pliki zrédlowe,
tak ze moga one by¢ tadowane szybciej. Gdybyscie
chcieli obejrze¢ zeszyty EIBE, potrzebujecie jednak
odpowiedniej kopii programu odczytu Adobe
Acrobat.
Program Adobe Acrobat mozna otrzymac bezptatnie
w wielu jezykach (holenderski, angielski, francuski,
niemiecki, hiszpanski, szwedzki i wloski). Mozna go
ladowa¢ z:
http://www.adobe.com/
Przy pomocy tego software mozecie obejrzeé zeszyty
dydaktyczne EIBE i wydrukowac¢ je sobie. Oprécz
tego mozecie przy jego pomocy ,,nawigowac” i latwo
znalez¢ materialy.

Uwaga: Adobe i Acrobat sa zarejestrowanym znakiem
towarowym firmy Adobe Systems Incorporated i sa
chronione prawem autorskim. Macintosh jest
zarejestrowany jako znak towarowy firmy Apple
Computer Incorporated.



http://www.eibe.org


Zespot opracowujacy

Zestaw TriChem ELISA, ktéry stosuje si¢ w
pierwszym doswiadczeniu niniejszego zeszytu
opracowany zostal przez nastgpujaca firme i tam
mozna go kupié:

TriChem

Bernhard Olsensvej 23

DK - 2830 Virum. DENMARK

tel. +45 45 85 82 §3.
TriChem posiada prawa autorskie na ten produkt.

Zestaw ten zostat przeksztatcony przez ,,dunska grupe
robocza immunologii”, do uzytku szkolnego. To
opracowanie zostato opublikowane w:
Immunologiske Smaforsog, Nucleus Forlag Ap S
(1994). ISBN: 87 87661 83 7.

Lisbet Marcussen

Educational Biotechnology Group

Nyborg Gymnasium

Skolebakken 13

DK - 5800 Nyborg

email: lisbetma@post 2. tele dk
Zestaw ten przez wicele lat stosowany byl zardwno
przy nauczaniu w szkotach dunskich, jak réwniez
przetestowany podczas warsztatéw szkoleniowych dla
nauczycieli w Newbridge (Irlandia) i w osrodkach
doksztatcania nauczycieli biologii w Szwecji i w
Danii.

Zestaw STEFEENSEIisa, ktéry przedstawiony jest w
trzeciej czgsci niniejszego zeszytu, mozna zamawiad
w firmie

SEFFENS BIOTECHNISCHE ANALYSEN

GmbH

Baumgartenstr. 5

D-79285 Ebringen (Niemcy).
Zestaw zaadaptowany zostal do stosowania w szkole
przez Eckharda R. Luciusa, Ute Steffens i Christine
Labahn-Lucius w Instytucie Nauczania Przedmiotow
Przyrodniczych (patrz adres sekretariatu). Rysunki:
Erika-Ann Kolaczinski.

Wspotpracownicy EIBE

¢ Lisbet Marcussen (koordynator zeszytu),
Nyborg Gymnsium og HF, Nyborg, Dania
e Birgit Sandermann Justesen
Bjerringbro Gymnasium, Bjerringbro, Dania
* Elisabeth Stromberg
Ostrabo Gymnasiet, Uddevalla, Szwecja
¢ Eckhard R. Lucius, Ute Steffens i
Christine Labahn-Lucius
IPN w Uniwersytecie w Kilonii, Niemcy.
Dzigkujemy. pani Christel Ahlf-Christiani za
przetlumaczenie tekstu na jezyk niemiecki.
Projekt, ilustracje i sklad drukarski:
Dean Madden i Caroline Shearer, NCBE, The
University of Reading, Whiteknights, Reading RG6
6AJ, WIk. Brytania

© Prawa autorskie

Niniejszy zeszyt EIBE jest chroniony prawem
autorskim. Autorzy niniejszego zeszytu maja moralne
prawo uznawac si¢ za autoréw zgodnie z przepisami
Section 77 of the Designs, Patents and Copyright Act,
UK (1988).

Stosowanie w dydaktyce. Do zastosowan
dydaktycznych wolno wytwarzaé elektroniczne kopie
lub kopie na papierze niniejszego zeszytu wzglednie
jego czesci, jezeli zeszyt ten zostal udostgpniony
bezplatnie lub po kosztach wtasnych i jezeli autorzy
zostang wymienieni jako tworcy.

Inne mozliwosci stosowania. Zeszyt dydaktyczny
wolno stosowa¢ do celéw niekomercyjnych,
przekazywany od jednej osoby do drugiej, jednakze z
wykluczeniem elektronicznych systemow
rozpowszechniania BBS, poczty elektronicznej
(liststerv.), grup dyskusyjnych, komunikatéw lub
nieautoryzowanych stron internetowych i
jakichkolwiek innych mechanizméw informacji
masowej powielania i dostepu, ktore zastepuja prawo
do subskrypcji lub autoryzowanego dostepu
indywidualnego. Dotyczy to rdwniez jakichkolwiek
innych metod, ktore w istotny sposéb te ograniczenia
naruszaja.

Stosowanie do celow komercyjnych
Uzywanie niniejszych materialéw w celu zysku
handlowego bez uprzedniej zgody autorow jest
surowo zakazane. Gdybyscie chcieli wykorzysta¢
niniejszy material lub jego czes¢ do celow
komercyjnych lub w jakiejkolwiek postaci
chcielibyscie go opublikowa¢ zwréécie si¢ do:
EIBE Sekretariat (Regina Rojek)
c/o Institut fiir Pddagogik der
Naturwissenschaffen an der Universitit Kiel,
Olshausenstr. 62, D-24098 Kiel 1
tel: +49 431 880 3166
fax +49 431 880 3132
email: rojek@ipn.uni-kiel.de




Wprowadzenie

O niniejszym zeszycie

Niniejsze materialy opracowane zostaly przez
aktywnych nauczycieli i naukowcow-dydaktykow
wielu krajow europejskich i zestawione zostaly przy
finansowym wsparciu Komisji Europejskiej (DG XII)
we wspotpracy z EIBE - Europejska Inicjatywe
Nauczania Przedmiotow Biologicznych.

Materiaty EIBE zostaly przetestowane podczas
warsztatow szkoleniowych nauczycieli i studentow w
calej Europie.

Poglady i proponowane w niniejszym zeszycie
doswiadczenia sa pogladami i doswiadczeniami
autoréw, a nie Komisji Europejskiej.

We wdrazaniu materiatow niniejszego zeszytu
szczegolnie nalezy przestrzegac ogolnie
obowiazujacych przepiséw bezpieczenstwa i
osobnych przepisow zawartych w tekscie.

% Przepisy bezpieczenstwa

Sprébowalismy sprawdzi¢ wszystkie znane
zagrozenia wymienione w materiatach dydaktycznych
EIBE i zaproponowac odpowiednie $rodki
ostroznosci.

Tam gdzie to mozliwe, zaproponowane sposoby
postepowania odpowiadaja ogdlnie wystgpujacym
zagrozeniom. W razie szczegolnych zagrozen
konieczne jest, aby dodatkowo zwrdcié¢ na to uwagg.

Uzytkownik powinien jednak by¢ swiadom faktu, ze
mozliwe sa pomyiki i bledy i ze r6zni pracodawcy
oraz wladze uczelni wydaja rozne wlasne wytyczne. Z
tego powodu uzytkownik, przed rozpoczgciem
doswiadczen zawsze powinien dokonaé¢ wiasnej
oceny zagrozenia. Zwilaszcza nalezy stosowac si¢ do
wszystkich miejscowych przepisow wladz uczelni i
pracodawcow, niezaleznie od tego, co proponuje si¢
w zeszytach dydaktycznych EIBE.

W razie gdyby zalecenia ostrozno$ci wyraZnie nie
podawaly inaczej, zaktada sig, ze:

e prace i doswiadczenia przeprowadza si¢ w
odpowiednio wyposazonym laboratorium
naukowym;

e wszystkie urzadzenia zasilane przez instalacje
wodociagowa, gazowa i elektryczna, sa
konserwowane i podlegaja przegladom zgodnym
Z przepisami;

e przy zwyklych czynnosciach laboratoryjnych jak
np. podgrzewanie substancji, postepuje si¢ z
najwyzsza starannoscia;

przestrzega si¢ doktadnego wykonywania prac
laboratoryjnych przy postugiwaniu si¢
chemikaliami lub Zywymi organizmami;

nosi si¢ okulary ochronne i inne §rodki ochrony
wzroku w razie kazdego, znanego zagrozenia dla
oczu;

uczniowie i/lub studenci zapoznani sa z
bezpiecznym obchodzeniem si¢ z chemikaliami i
mikroorganizmami.




Zestaw ELISA TriChem

Zestaw ELISA TriChem do

stosowania w szkole

Wstep

ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) jest

czulym testem immunologicznym, stosujacym enzym

sprzgzony z przeciwcialem lub antygenem, aby
dziatat jako znacznik do wykrywania specyficznego
biatka, przede wszystkim antygenu lub przeciwciata.

Test ELISA jest tatwy i prosty w stosowaniu do

szybkiego oznaczania. Na przyktad do:

e stwierdzania naduzycia lekow;

e diagnozy réznych chordb zakaznych jak np.
infekcji wirusem HIV lub boreliozy (choroby
Lyme)

e lokalizacji genéw roznych mutantéw (np. takich,
ktdre utworzone zostaly metoda inzynierii
genetycznej)

e genetyce medycznej

Niniejszy material dydaktyczny postawit sobie cel
stworzenia uczniom i nauczycielom mozliwosci
wlasnych badan z uzyciem zestawu ELISA. Lepsze
Zrozumienie tej waznej i czesto stosowanej metody
testowania da rowniez podstawy do dyskusji na temat

jej zastosowania.

Jezeli zyczycie sobie dalszych informacji o tej
metodzie, zwroécie si¢ do The Danish Immunology
Group lub do firmy TriChem (adres znajdziecie na

poczatku tego zeszytu).

Opisane ponizej doswiadczenie korzysta z testu
ELISA do analizy prébek krwi $win, aby ustali¢, czy
zwierzgta zakazone sg okreslonymi bakteriami.
Poprzez wytwarzanie toksyny bakteria Pasteurella
multocida powoduje rézne deformacje kosci w
okolicy ryja zakazonej $wini. Prowadzi to do
deformacji zgryzu, kichania i réznego rodzaju
zaburzen funkcjonowania uktadu oddechowego. Po

tych napadach czgsto nastepuje atak Bordetella

bronchiseptica, co jeszcze pogarsza stan zdrowia.
Konsekwencja jest powolny wzrost zwierzecia i straty
ekonomiczne hodowcy. Dlatego wazne jest tak
szybkie jak to mozliwe usunigcie infekcji. Metoda
testowania ELISA moze by¢ stosowana zaréwno do
wykrycia toksyny jak rowniez bakterii Bordetella
bronchiseptica.

W niniejszym doswiadczeniu stosowane sa antygeny
bakterii Bordetella bronchiseptica (Bb). Pierwszego
dnia umieszcza si¢ antygenty bakterii w zaglebieniach
plytki testu ELISA (powlekanie). Nastepnego dnia
plytki gotowe sa do analizy probek krwi $wini. Jezeli
$winia zakazona jest bakteria Bb badanie krwi

wykaze pozytywna reakcj¢ z antygenami, co jest

widoczne poprzez zmiang barwy.

Wskazoéwki dla nauczycieli

Cel
Analiza probek krwi §wini, przy pomocy metody
ELISA.

Czas wykonywania testu
1. dzien - okoto 15 minut

2. dzien - okolo 2 x 45 minut

% Wskazowki bezpieczenstwa

Kwas S-aminosalicylowy nie jest toksyczny i
stosowany jest w dawkach gramowych do leczenia
ludzi, ale stosowane zwiazki sa znane jako zwiazki
mutagenne.

Dlatego koniecznie nalezy postugiwac sie¢ kwasem 5-
aminosalicylowym z najwyzsza ostroznoscia.

Uzywajcie regkawic gumowych.




Przebieg doswiadczenia
1. dzien

Przygotowanie odczynnika PBS:

Rozpusécie zawartos¢ butelki z napisem ,,PBS” w 2,5
I wody destylowanej. Sprawdzcie wartos¢ pH.
Powinna ona wynosi¢ od 7,2 do 7,5. W razie
potrzeby dodajcie 5 M NaOH lub 5 M HCI.

Nalezy zostawi¢ 30 ml tego roztworu do wykonania

roztworu oplaszczajacego.

Do reszty odczynnika PBS dodajcie zawartos$¢ butelki
z napisem ,,TWEEN 20”. Przeptuczcie butelke
niewielka iloscia odczynnika PBS, aby wydosta¢ cala
zawartos$¢ butelki. Zmieszajcie dokladnie oba
roztwory, a otrzymany roztwor opiszcie jako ,,bufor
pluczacy”. Przykryjcie pojemnik.

Nastgpnie dodajcie zawartos¢ butelki opisanej ,,Bb
ANTIGEN” do 30 cm’ odczynnika PBS. Dobrze
wymieszajcie! Jest to roztwor do oplaszezania.

Plytki do badan wykonane sa z tworzywa sztucznego
i zostaly napromieniowane po to, aby podwyzszy¢ ich

przyczepnosc¢ i zagwarantowac sterylnosé.

Antygen jest ekstraktem bakterii Bordetella
bronchiseptica (Bb) zabitych przez gotowanie.

2. dzien

Przygotowanie surowic

Surowica 1: surowica kontrolna negatywna ze $wini
nie zakazonej bakteria Bb.

Surowice 3-10: nieznane surowice $win. Z tego

cztery sg negatywne, pozostate cztery mniej lub
bardziej pozytywne.

NH, N
NH, peroksydaza

NH, NH»
()

U gory: a) utlenianie o-fenylenodwuaminy

Surowica 12: pozytywna surowica kontrolna.
Wszystkie surowice pozytywne pochodza ze
zdrowych $win, zaszczepionych zabitymi bakteriami
Bb.

Przygotowanie koniugatu

Koniugat musi by¢ swiezo przygotowany, w sposob
nastepujacy: wlejcie 25 cm’ buforu myjacego do
butelki opisanej BSA i wstrzasajcie roztworem az
bedzie klarowny. Nastepnie dodajcie zawarto$é
butelki z napisem ,,Koniugat”.

Wypluczcie butelk¢ buforem BSA do mycia, aby
wydostac catg zawartos¢. Dobrze mieszajcie.
Koniugat zawiera krolicze immunoglobuliny
zwiazane z enzymem peroksydaza chrzanowa

skierowane przeciwko przeciwciatom IgG $wini.

BSA (Bovine Serum Albumin, albumina z
surowicy bydlecej)

BSA stosuje si¢ po to, aby zapobiec niespecyficznej
adsorpcji przeciwciat lub koniugatu do powierzchni
dotkéw. BSA uzywa si¢ w tak duzym st¢zeniu, aby
mogta by¢ zaadsorbowana do wolnych miejsc na

powierzchni dotkéw.

Roztwor substratu

Wazne: roztwor ten musi by¢ sporzadzony na
$wiezo!

Rozpusécie kwas S-aminosalicylowym z butelki
opisanej jako ,,substrat”, mieszajac z zawartoscia
butelki z napisem ,,bufor substratu H,O,”). Obydwa
roztwory wymieszajcie ze soba, az wszystko rozpusci

sie. Uzywajcie rekawic.

OH OH
COCOH COOH
H,0, 2H,0
NH, IIT
peroksydaza N
()
COOH COOH
OH OH

b) utlenianie kwasu 5-aminosalicylowego




Wskazoéwki dla nauczycieli

Odpowiedzi na pytania

1. Surowice ujemne sa to surowice nr4, 5,819
surowicami dodatnimi sg surowice nr 6, 7, 101 3
(w kolejnosci wedlug zmniejszajacej sig sity
reakcji).
Surowica nr 1 jest kontrolna surowica ujemna,
ktéra pobrana zostala ze $wini nie zakazonej
bakteria Bb.
Surowica nr 12 jest kontrolng surowica dodatnia.

3.  Wirusy moga by¢ uzywane jako antygeny.
W koniugacie stosuje si¢ przeciwciala przeciwko
ludzkim IgG.

4, Nawet zabity material patogenny moze by¢
niebezpieczny dla ludzi. Jest bardzo trudno
uzyska¢ ludzka surowice catkowicie wolna od
czynnikow chorobotwdrczych jak wirusy
zottaczki lub HIV.

Uwaga:

dodatnie miano nie oznacza koniecznie, ze zwierze
jest zakazone. Moze to by¢ wynikiem przebytej
infekcji

Wyposazenie i materialy

Prosimy zwracac¢ uwagg na to, zZe po zakupieniu
zestawu roboczego niektore odczynniki powinny byé
przechowywane w lodéwece.

mikropipeta ze skalg do 100 pl

zlewka 100 cm’

cylinder miarowy 20 cm’, 100 cm’

mieszadto magnetyczne

butelka szklana 3 1

2,5 1 wody destylowangj

HCL5M

NaOH 5 M

rekawice gumowe (bardzo mocne)

markery (wodoodporne)

1 butelka antygenu (wygotowany ekstrakt bakterii
Bordetella bronchiseptica)*

1 pudetko z 10 fiolkami surowicy $wini*

1 butelka z substratem: kwas S-aminosalicylowy (30
mg)*

1 butelka koniugatu: krolicze przeciwciata zwiazane z
enzymem peroksydaza chrzanowa skierowane
przeciwko IgG $wini*

1 fiolka buforu substratu z H,O,*

plytki do badan z pokrywkami*

1 butelka z solami do wykonania PBS (bufor
fosforanowy)*

1 butelka (2,5 cm’) Tween 20 (syntetyczny
detergent)*

pipety z tworzyw sztucznych*

rekawice gumowe™

1 butelka z BSA (Bovine Serum Albumin)*

lyzeczka plastikowa*

worek na odpady*

*) wehodzi w sktad zestawu




Instrukcja dla uczniow

Przebieg doswiadczenia

1. dzien

Oplaszczanie doltkéw antygenami

1. 100 pl roztworu z antygenami wprowadz do
wszystkich dotkow (w sumie 36) oznaczonych
litera A, Bi C.

2. Przykryj plytke i odstaw do nastgpnego dnia, w
temperaturze pokojowej. Jezeli nastgpnego dnia
nie mozecie kontynuowa¢ doswiadczenia,

umiescie plytki w lodéwce.
2. dzien

Usuwanie nadmiernej iloSci antygenu

1. Usun zawarto$¢ dotkow (przez szybkie odwrocenie
ptytki i wylanie do zlewu).

2. Wstrzasnij odwrécona plytka, aby osuszy¢ dotki.

Plukanie

3. Napetnij dotki optaszczone uprzednio antygenem
wlewajac bufor do plukania. Odczekaj minutg!

4. Nastepnie oproznij je catkowicie (strzasnij gdy to
konieczne).

5. Powtdrz operacje 3 i 4 dwukrotnie.

Dodawanie surowicy

6. Wstrzasaj rozmrozonymi roztworami réznych
surowic.

7. Dodaj 100 pl surowicy 1 do dotkow
oznaczonych A, B i C w 1. rzgdzie (3 otwory).
Zmieniaj koncéwke pipety!

8. 100 pl surowicy 3 dodaj do dotkéw A, B i C w 3.
rzedzie.

Drugi rzad pozostaje nietknigty.
Zmieniaj koncéowke pipety!

9. W taki sam sposob napetnij dotki w rzedzie 4, 5,
6,7,8,9,101 12.

Rzedy 2 i 11 pozostaja niewykorzystane.
Pamigtaj o tym, aby przy kazdej nowej
surowicy wymieniaé koncowke pipety!

10. Inkubuj ptytki przez 15 minut w temperaturze

pokojowe;.

Usuwanie nadmiaru surowicy
11. Opréznij réwnoczes$nie wszystkie dotki. Gdy to
potrzebne, wstrzasaj ptytka az bedzie sucha.
12. Plucz, oprézniaj i osuszaj dotki trzykrotnie, jak

opisano w operacji 3 i 4.

Dodawanie koniugatu

13. 100 pl koniugatu wlewaj do wszystkich dotkow
A,BiC.

14. Inkubuj ptytki przez 15 minut w temperaturze
pokojowej.

15. Plucz, oprézniaj i osuszaj dotki jak opisano w

operacji 12.

Dodawanie substratu

16. 100 pl roztworu substratu wlewaj do wszystkich
dotkow.

17. Odczekaj, az ujawni si¢ reakcja barwna. Zanotuj
wyniki w tabeli ze skala intensywnosci barwy od
0dos.

0 oznacza ujemna, a 5 najbardziej pozytywna

reakcj¢. Mozecie réwniez opisa¢ kolory.

Usuwanie odpadéw
Zapakujcie pipety i ptytki w plastikowy worek i
wyrzuccie. Pozostalosci roztworéw moga by¢ wylane

do zlewu.

Wyniki i ich ocena

1. Ktdra z nieznanych surowic byta pozytywna?
Uszereguj surowice wedlug wzrastajacych
wynikéw pozytywnych.

2. Jakie mozliwe bledy moga wystapi¢ w analizie?
Ktory z odezynnikéw musi by¢ wymieniony,
jezeli zechcecie przeprowadzi¢ podobny test, aby
stwierdzi¢ obecno$¢ przeciwciat wirusa ludzkiej
odry?

4. Dlaczego w niniejszym badaniu nie stosujemy testu

obecnosci antygenu wirusa odry?




Test proteinowy ELISA

Enzyme-Linked ImnmunoSorbent Assay
Po kazdym dodaniu odczynnika ptyte inkubuje sie,
nastepnie przeptukuje sie dolki aby usuna¢ materiat,

ktdry nie przereagowal.
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1. Dodane biatko (antygen), ktore wigze sie z
powierzchnig dotkow.

Przemywanie, aby usungé nie zwigzane czgsteczKi.

2. Dodana prébka. Przeciwciata fagczg sie ze
zwigzanymi antygenami.

Przemywanie, aby usunaé nie zwigzane czgsteczkKi.

3. Dodany koniugat przeciwciala z enzymem. Koniugat
wigze sie z przeciwciatami, ktére sq zwigzane w
dotkach.

Przemywanie, aby usunaé nie zwigzane czasteczkKi.

4. Dodanie bezbarwnego substratu enzymu.
W obecnosci zwigzanego enzymu nastepuje
reakcja barwna.
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Immunodyfuzja podwdjna

Jak wykrywa sie albumine jaja w roznych srodkach

spozywczych przez zastosowanie testu immunodyfuz;ji

podwajnej

Jaja kurze stosowane sg w réznych wyrobach
spozywezych, jak np. w hamburgerach,
makaronach i czasami w lodach. Wielu ludzi
uczulonych jest na niewielkie ilo$ci jaj. Mozliwe
jest wykrycie juz malych, §ladowych iloSci biatka
lub zoéltka kurzego, przez zastosowanie
przeciwcial przeciwko albuminie jaj. Stosowana

metoda nazywana jest inmunodyfuzjg podwdjng.

Jezeli antygen i przeciwcialo reaguja ze sobg w
strefie rGwnowagi, czesto tworza usieciowane
precypitaty. Gdy reakcja przebiega w
odpowiednim podlozu jak np. w Zelu agarowym,
antygen i przeciwcialo tworzg linie lub luki
precypitacyjne, ktore mogg stluzyé do identyfikacji

kompleks6w antygen-przeciwcialo.

Precypitaty tworzg si¢ dlatego, gdyz przeciwciala i
antygeny maja wigcej niz jedno miejsce zwigzania
i z tego powodu tworzg si¢ duze, usieciowane
struktury. Im dalej od strefy ekwiwalencji tym

mniej tworzy si¢ precypitatéw.

Metoda podwdéjnej immunodyfuzji opracowana
zostala 30 lat temu, przez Szweda Orjana
Ouchterlony'ego. Jego metoda zwana jest
»podwGjng” poniewaz przy tym procesie antygen i
przeciwcialo w Zelu moga migrowac¢ jeden ku
drugiemu i przy ich spotkaniu si¢ tworzy si¢ luk

lub linia.

Ta reakcja wytracania jest wysoce swoista i czula.
Dzisiaj stosuje si¢ ja w diagnostyce, przy
wykrywaniu bialek lub poré6wnywaniu antygenéw

i przeciwcial.

Wskazowki dla nauczycieli

Cel
Wykrywanie albuminy jaj w réznych srodkach
spozywczych.

Wymagania czasowe

1. dzien: 60 minut i inkubacja nocna, az utworza si¢
linie (patrz wprowadzenie dla nauczycieli), 20 minut
na analiz¢ wynikéw.

(Jezeli chcecie zabarwia¢ to potrzeba dalszych

2 godzin i 45 minut).

Wskazéwki bezpieczenstwa
Nie potrzeba zadnych szczegdInych srodkow

bezpieczenstwa.

Uwagi

Wycinanie studzienek w zelu

Konieczny bedzie regularny wzor studzienek
wycinanych w zelu agarowym. Dlatego dobrym
pomystem byloby wytloczenie pierwszej studzienki
blisko krawedzi i pozostawienie miejsca na drugie
doswiadczenie.

W tym celu uzywajcie stomki lub pipety plastikowe;j.
Precypitaty liniowe tworza si¢ szybciej, gdy odstep
miedzy studzienkami zostanie zmniejszony. Przy
odstepie 5 mm po 24 godzinach wynik jest widoczny,
a przy odstepie 10 mm dopiero po 48 godzinach.

Po pierwszym dniu:

Jezeli uzywacie szkietek podstawowych, a w
laboratorium jest bardzo ciepto albo sucho, to
szkietka podstawowe musza by¢ przetrzymywane w
wilgoci do nastepnego dnia np. w ptytce Petriego z
wilgotna Sciereczka papierowq lub bibulg fitracyjna
i folig plastikowa.
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Gdy szkietka podstawowe musza by¢ przechowywane
przez wiele dni, zaleca si¢ przechowywanie w
wilgotnym worku plastikowym ze §rodkiem
konserwujacym, aby zapobiec plesnieniu. Uwazajcie

na to, aby nie uszkodzi¢ zelu.

Szkietka podstawowe po jednej nocy sa gotowe,
jednak moga by¢ przechowywane w lodéwce do
jednego tygodnia.

Roztwor odniesienia
Sporzadzenie roztworu kontrolnego biatka moze by¢
trudne, wigc mozna najpierw ubi¢ biatko, a nastepnie

sporzadzi¢ roztwor z pozostalej plynnej czesci biatka.

Przeciwciala przeciwko albumienie jaja kurzego
Przeciwciala liofilizowane rozpuszcza si¢ wedhug
instrukcji w buforze TRIS. Roztwér ten mozna
poporcjowac do probéwek Eppendorfa i

przechowywa¢ w zamrazarce.

Odpady

Wszystko mozna usuwac jak normalne odpady.

Barwienie

Zabarwienie nie jest konieczne, jednak moze si¢
przyczyni¢ do uzyskania bardziej wyrazistych
wynikow.

Do zabarwienia moga by¢ uzyte czerfi amidowa i

Coomassie Brillant Blue.

Wyposazenie i materialy

Szkietka podstawowe lub male plytki Petriego o
Srednicy 5 cm

1 stomka lub pipeta plastikowa o $rednicy 2,5 mm,
aby w zelu agarowym wycia¢ studzienki.

mikropipety: 0 - 10 cm’

wilgotna komora dla szkietek podstawowych np.
puszka plastikowa z wilgotnymi $ciereczkami
z papieru albo male plytki Petriego o srednicy
5cm

mikser/mieszadto

wirowka

suszarka do wlosow*

bibuta filtracyjna

odwaznik ok. 1 kg*

kuweta do zabarwiania zelu*

bufor TRIS 0,01 M, pH 8,0

roztwor agarozy 1% w buforze TRIS

roztwor odniesienia: 0,01% biatka rozpuszczonego w
wodzie destylowanej

przeciwciata krolicze przeciwko albuminie jaja
kurzego (Pharmacia AS-23)

kwas octowy

metanol

roztwor czerni amidowej (0,1 g czerni amidowej
rozpuszczonej w 100 cm’ mieszaniny kwasu
octowego, metanolu i wody destylowanej w
stosunku 10 : 70 : 20)*

roztwor chlorku sody 0,9%

roztwor odbarwiajacy zawierajacy kwas octowy
(10%), metanol (70%) i wodg destylowana
(20%)*

* potrzebne tylko przy zabarwianiu
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Instrukcja dla uczniow

Przebieg doswiadczenia

Przygotowanie préobek

1. Homogenizujcie 5 g probki tak dobrze jak to
mozliwe w 5 cn’® wody.

2. Odwirujcie wymieszang probke przez 15 minut
przy 6000 rpm (lub 10 minut przy 9500 rpm).

3. Przefiltrujcie supernatant przez $ciereczke, do
czystej probowki.

Wylewanie Zelu

4. Rozpusécie wlasciwg ilo§¢ agarozy w buforze
TRIS (1%). Wymieszajcie. Na jedna plytke
Petriego (5 cm) potrzebujecie 3-5 cm’ roztworu,
a na szkietko podstawowe 3,5 cm’.

Ostroznie! tatwo moze wykipiec!

5. Pozostawcie do ochtodzenia do temperatury
60-80°C.

6. Postawcie plytki Petriego (lub szkietka
podstawowe) na wypoziomowanym stole, blisko
krawedzi. Zdejmijcie pokrywki.

7. Goracy zel wlewajcie do ptytek lub na szkietka.
Wystarcza warstwa grubosci okoto 2-3 mm. Z
powrotem zalozcie pokrywki.

8. Pozostawcie zel do zestalenia. Bedzie to trwato
ok. 5-10 minut.

Wycinanie studzienek

9. Uzywajcie stomki lub pipety o $rednicy okoto 2,5
mm, aby wycia¢ studzienki w zelu. Badzcie
ostrozni i zrobcie studzienki o pionowych
$ciankach. Korki z zelu usuwajcie przez zassanie
pipeta lub przy pomocy igly. Wykonajcie
nastepujacy wzor sudzienek:

o ©
O O

O
© o O

o ©

Dodawanie przeciwciala

Uwaga: Kazda studzienke przed jej napelnieniem
opiszcie wyraznie na spodniej stronie plytki
Petriego lub szkielka podstawowego.

10. Srodkowe studzienki napehijcie przeciwciatami

(przeciwciata przeciwko albuminie jaja kurzego).

Powinno wystarczy¢ 5-10 pl.
Nie napehiajcie studzienek nadmiernie, do
przelewania sig cieczy.

Dodawanie antygenéw

11. Co druga zewnetrzng studzienke napekijcie
roztworem odniesienia.

Nie napehiajcie studzienek nadmiernie do
przelania sig cieczy!

12. Pozostate zewnetrzne studzienki napetnijcie
prébkami badanymi. Opiszcie, jaka prébka
znajduje si¢ w ktorej studzience.

Nie napelniajcie studzienek nadmiernie do
przelania sig cieczy!

Plytki Petriego/szkietka podstawowe pozostawcie

przez noc w wilgotnej komorze w temperaturze

pokojowej lub w lodéwce, dla przedyfundowania.

13. PdzZniej mozecie obejrze¢ biate tuki lub linie
precypitacyjne tam, gdzie nastapita pozytywna
reakcja. Jezeli szkietka przedmiotowe/ptytki
Petriego przytrzymacie przed ciemnym ttem,
linie moga by¢ lepiej widoczne.

Barwienie (fakultatywnie)

14. Nie wytracone biatka usuricie moczac zel
60 minut w 0,9% roztworze NaCl przy
temperaturze pokojowe;j.

15. Usuncie roztwor soli i napetnijcie kuwete woda
destylowana.

Pozostawcie ja na 60 minut na temperaturze

pokojowej.

16. Usuncie wodg. Prasujcie zel przez 10 minut pod
warstwa 10 bibut filtracyjnych z nalozonym
cigzarkiem ok. 1-kilogramowym.

17. Wysuszcie zel suszarka do wlosow.

18. Pokryjcie zel roztworem barwigcym i
pozostawcie na 10 min do zabarwiania.

19. Usuncie roztwor barwiacy. Stosujac roztwor
odbarwiajacy odbarwiajcie przez 10 minut. By¢
moze trzeba bedzie powtdrzy¢ operacje
odbarwiania.

Wyniki

Granica wykrywalnosci biatka wynosi 2,5 mg w

100 g. Jezeli w probcee znajduje sie dostateczna ilo$é
biatka jaj kurzych to daje si¢ zauwazy¢ reakcja
precypitacji. Zottko jajka kurzego réwniez zawiera
dostatecznie duzo biatka, aby umozliwi¢ jego
wykrycie.
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Zestaw Steffens ELISA

Zestaw Steffens Elisa do
uzytku szkolnego

Wprowadzenie

Zestaw Steffens ELISA pozwala wykry¢ chorobg
wirusowa pelargonii powstata w wyniku infekcji
wirusem PFBV (Pelargonium flower break virus).
Unieruchomienie przeciwciala (ktore reaguje
swoiscie z biatkami otoczki wirusa PFBV) na
specjalnym grzebieniu umozliwia przeprowadzenie
testu szczegdlnie tatwo i oszczednie pod wzglgdem
czasowym, mianowicie w ciagu godziny lekcyjnej.
Dla przygotowania i wykonania prac koncowych przy
doswiadczeniu powinno si¢ zarezerwowac podwojna
godzing lekcyjna.

Zestaw pozwala wykry¢ infekcje wirusem PFBV w 2
x 10 prébkach, w sposob czuly i pewny. Aby
zapewni¢ dzialanie testu bez zarzutu pokryto 11.1 12,
zab grzebienia ujemna i dodatnia probka kontrola.
(zielony wzglednie czerwony punkt).

Czuto$¢ testu wyznaczono ekstrahujac buforem
zakazony material ro§linny (Chenopodium quinoa) i
rozcienczajac ekstrakt. Wirus moglby by¢ wykryty
jeszcze po rozeienczeniu 10-procentowego ekstraktu
w stosunku 1 : 1000 (> 100 m OD ponad prébka
kontrolng zdrowa).

Odczynniki zestawu przy temperaturze 4°C sa
stabilne co najmniej do korica podanego okresu
przydatnosci.
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Wskazowki dla nauczycieli
Wykaz materiatlow

Do doswiadczenia potrzebne s3:

Zestaw bezposrednio z firmy STEFFENS ELISA

(nr katalogowy 04093 POO):

W hermetycznym worku plastikowym ze srodkiem
osuszajacym zapakowane oddzielnie: 1 grzebien
specjalny o 12 zebach, na ktérych oplaszczone sa
przeciwciala PFBV, 3 tasmy z 12 naczynkami
reakcyjnymi (3 tasmy ze studzienkami).

10 woreczkow ekstrakcyjnych (woreczki plastikowe z
gaza bawetniana)

1 naczynie z 50 ml buforu do probek (z6tty),
gotowego do uzycia

12 pipet jednorazowych (dla 10 prébek, 1 dla
rozcienczonego koniugatu i 1 dla substratu)

| pipeta jednorazowa ze skalg dla buforu do prébek

1 pipeta jednorazowa bez skali z matym otworem dla
skoncentrowanego koniugatu

1 fiolka z 0,05 ml skoncentrowanego koniugatu
(bezbarwny)

1 buteleczka z nakretka z 1,6 ml buforu koniugatu
(niebieska)

1 buteleczka z nakre¢tka z 1,6 ml roztworu substratu
gotowego do uzycia (bezbarwny)

1 stojak do pipet (czgs¢ opakowania wewngtrznego)

CzeSci zestawu, ktére musza by¢ uprzednio
przygotowane:

Wszystkie odczynniki przed badaniem musza by¢
sprowadzone do temperatury pokojowej.

3 ta$my z naczynkami reakcyjnymi (tasmy ze
studzienkami) wstawia si¢ do stojaka dla pipet, ktory
wykonuje si¢ z tektury zginajac wewnetrzna wkladke
opakowania.
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Skoncentrowany koniugat przenosi si¢ bardzo
doktadnie do niebieskiego buforu koniugatu.

W tym celu uzywa si¢ jednorazowej pipety bez skali
z malym otworem.

Zawarto$¢ starannie miesza si¢.

Dodatkowo potrzeba:

Do 10 pelargonii z réznych upraw.

1 nozyce

1 homogenizator (wzglednie uchwyt srubokreta lub
inny twardy przedmiot)

zimna woda wodociagowa.

niekoniecznie potrzebne: 1 fotometr (650 nm) o ile
istnieje, w przeciwnym razie ocenia sig¢
wzrokowo.

kubet na odpadki, pojemnik zbiorczy z tworzywa

sztucznego, zlew.

Plan lekcji

Mozliwy przebieg lekcji:

1. godzina lekeyjna

*  wprowadzenie w temat

* reakcje antygeny-przeciwciata

e choroby wirusowe

e zadanie domowe: uczniowie postaraja si¢ o
materiat roslinny (cala pelargonia lub swiezo

zebrane liscie)

2.i 3. godzina lekeyjna (podwdjna godzina)

¢ homogenizowanie 10 probek w woreczkach
ekstrakcyjnych (praca grupowa ucznidw)

*  przygotowanie ta$m z naczynkami reakcyjnymi
jak rowniez roztworow. Na koniec wlewanie
probek wykonywane przez uczniow.

e przeprowadzanie poszczegoélnych operacji przez
uczniow lub nauczyciela

¢ ocena wynikdw

4. godzina lekcyjna

e dyskusja wynikow

e jakie czynnik moga sprzyja¢ chorobom
wirusowym?

e cele uprawy roslin

Wskazowki i rady

Podzial zestawu: poniewaz zestaw ELISA
przewidziany jest do 2 testéw po 12 analiz, zawiera
podwojone ilosci czgsci sktadowych. Potowa zestawu
moze dlatego pozosta¢ w pudetku i mozna ja

przechowac do jego dalszego zastosowania
ochtadzajac do 4°C.

Pipety: Nie powinno si¢ niepotrzebnie dotykac

koncdéwek pipet.

Homogenizator: przy uzyciu homogenizatora probka
daje sie fatwo i szybko ekstrahowa¢. O miejsce
zakupu homogenizatora prosimy pytac si¢ w firmie
STEFFENS Biotechnische Analysen GmbH. Zamiast
niego, jako prowizoryczny $rodek zastgpczy daje si¢
zastosowac stabilny, gladki przedmiot np. thuczek

mozdzierza lub uchwyt §rubokreta.

Grzebien specjalny: Grzebien niezbedny do
doswiadczenia antygen-przeciwcialo znajduje si¢ w
oddzielnym woreczku plastikowym, razem z trzema
tasmami ze studzienkami (taSmy z tworzywa
sztucznego z 12 naczynkami reakcyjnymi). Woreczek
plastikowy zawiera $rodek osuszajacy w oddzielnej
saszetce. Na zebach grzebienia unieruchomione sa
przeciwciata poliklonalne, ktére swoiscie rozpoznaja
wirusa kwiatow pelargonii (Pelargonium Flower
Break Virus, PFBYV). Jedenasty zab grzebienia zostal
dodatkowo pokryty negatywna probke kontrola
(zielony punkt), a dwunasty pozytywna (czerwony
punkt). Grzebien powinno si¢ chwytac tylko za jego
zielony chwyt. Nalezy unika¢ dotykania zebow

grzebienia.

Przygotowanie tasm ze studzienkami: pokrywe
wewnetrznej wkladki pudetka unosi sig. Pobiera si¢
potowe woreczkow ekstrakcyjnych i pipet. Pokrywe
wewngetrzne]j szufladki oddziela si¢ i zgina tak, aby
mogta ona przyjac 3 tasmy z naczyfikami
reakcyjnymi. Stuzy ona jako stojak do pipetowania.
Odcina si¢ worek plastikowy z grzebieniem. Pobiera
si¢ 3 tasmy z zaglgbieniami i osadza w stojaku do
pipetowania. Kolejno$¢ i orientacja sa oboj¢tne.
Najlepiej pozostawi¢ grzebien w worku, aby jego
zebéw niepotrzebnie nie dotykaé. Srodek osuszajacy

nie jest juz potrzebny i mozna go wyrzuci¢ do $mieci.

Koniugat: Skoncetrowany koniugat mozliwie w
catosci przeprowadza si¢ do niebieskiego buforu
koniugatu. Stosuje si¢ do tego pipet¢ jednorazowa
bez skali, o malym otworze. Uwaga: krople koniugatu
moga wisie¢ na pokrywce. Pipet¢ na koniec wyrzuca
si¢ do $mieci. Koniugat i bufor nalezy wymieszaé
dokladnie.
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Usuwanie odpadow: po dokonaniu oceny wynikow
testu wyrzuccie grzebien i tasmy ze studzienkami do
pojemnika zbiorczego z tworzywa sztucznego. Nie
probujcie wielokrotnie stosowac tasm z naczynkami;
nawet po gruntownym wymyciu moglibyscie
otrzymac wyniki, ktére pozornie wskazywatyby na
pozytywna reakcje, w rzeczywistosci jednak bylaby
to reakcja negatywna.

Typowy wynik

Ponizszy schematyczny rysunek trzeciej tasmy ze
studzienkami pokazuje typowy wynik.

wl-Eululsl Eulsl Eupml
1 2 3 4 5 6 7 8B 5 101112

W naczynku 11 negatywnej probki kontrolnej
(zielona kropka na grzebieniu) w zadnym razie nie
moze wystapi¢ reakcja barwna.

W naczynku 12 pozytywnej probki kontrolnej
(czerwona kropka na grzebieniu) zawsze
rozpoznawalne jest intensywne zabarwienie na
niebiesko.

Te obydwa wyniki poréwnuje si¢ z wynikami prébek
(naczynka 1 do 10). Odcienie koloru zmieniaja si¢
migdzy stabo a silnie niebieskim, w zaleznosci od
stopnia zainfekowania materiatu roslinnego.

Arkusz pracy

% Bezpieczeristwo

Chemikalia

Sklad buforu proébek: bufor Tris/HCI,
poliwinylopyrolidon, NaCl, Tween 20, azydek
sodowy, barwnik spozywczy E 102.

Azydek sodowy: wskaznik ryzyka 28, 32, wskaznik
bezpieczenstwa 28.1.

Sklad koniugatu: bufor fosforanowy, peroksydaza z
chrzanu, albumina z surowicy bydlecej, Tween 20,
Bronidox L (5-bromo-5-nitro-1,3-dioxan), barwnik
spozywczy E 131, brak wskaznikéw ryzyka i
bezpieczenstwa.

Sklad substratu: TMB (czterometylobenzydyna),
bufor, H,O,. Wskazniki ryzyka: 23, 25, 26/37/38,
wskazniki bezpieczenstwa: 7, 16, 24, 45

Odczynniki zawieraja azydek sodowy i Bronidox
L jako stabilizatory. Trujace przy polknigciu!
Usuwanie odpadéw: brak szczeg6lnych wskazan
Gwarancja

EIBE nie przejmuje odpowiedzialnosci za materialy i
chemikalia wchodzace w sklad zestawu.

STEFFENS Biotechnische Analysen GmbH
gwarantuje, ze dostarczony wyrob zostal gruntownie
zbadany, aby zapewnic to, ze odpowiada wykazom i
opisom prospektéw. Dalej idacych gwarancji nie
udziela si¢. W szczegolnosci firma STEFFENS
Biotechnische Analysen GmbH nie moze akceptowad
zadnej odpowiedzialnosci za szkody, ktore powstaty
wskutek niewlasciwego magazynowania i stosowania
produktu.

Zamawianie zestawu Steffens - ELISA

Zestaw kosztuje ok. 200 DM. Moze by¢ sprowadzany
bezposrednio z firmy STEFFENS Biotechnisce
Analysem GmbH, Baumgartenstr. 5, 79285 Ebringen,
tel. 07664-600-254, fax: - 255.

Nr probki Dane identyfikacyjne Uwagi Wynik
(pochodzenie, nazwa itp.) (przebieg doswiadczenia itp.)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11 negatywna probka kontrolna bezbarwna
12 pozytywna probka kontrolna niebieska
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Instrukcja dla uczniéow

Wprowadzenie

Immunobiologia jest dzisiaj jedna z najbardzigj
znaczacych dziedzin naukowych biologii stosowane;.
Juz na poczatku tego stulecia Paul Ehrlich (nagroda
Nobla 1908) odkryt role przeciwciat w ochronie
przed chorobami zakaznymi. Podstawa rakcji
odpornosciowych jest powstawanie swoistego
kompleksu antygenu z przeciwcialem, do ktorego
tworzenia zdolne sg tylko krggowce.

Antygen jest substancja wywotujaca produkcje
przeciwcial w organizmie. Praktycznie moga to by¢
wszystkie zwiazki organiczne obce dla danego
organizmu jak polisacharydy, proteiny, peptydy lub
kwasy nukleinowe. Okreslone swoiste, globularne
proteiny, tak zwane immunoglobuliny dziataja jako
przeciwciala. ,,Rozpoznaja” one okreslone struktury
powierzchniowe antygenow na poziomie
molekularnym i tacza si¢ z nimi w nierozpuszczalny
kompleks.

W immunologicznym postgpowaniu diagnostycznym
wykorzystuje si¢ t¢ wlasciwos¢ przeciwcial. 1 tak
mozna wykry¢ sladowe ilosci antygendw w zakresie
nanogramowym (10°* g/ml probki). Przeciwciata
uprzednio uzyskiwano od zwierzat, ktorym
wstrzyknigto okreslone antygeny. Jednak wydajnos¢
byla bardzo mala. Dzisiaj postugujemy si¢
biotechnologiczna metoda tworzenia hybryd
(,,hybridoma-process”), dzigki ktérej mozna uzyskac
przeciwciala monoklonanle. W tym celu stosuje sig¢
tak zwane komorki hybrydowe. Wytwarza si¢ je
przez fuzje limfocytow produkujacych przeciwciata i
komérek nowotworowych. W wyniku polaczenia tych
komdrek powstaja hybrydy mogace stale namnazac
si¢ w pozywkach i produkowac przeciwciala
monoklonalne.

Dla testu diagnostycznego przeciwciata musza by¢
znakowane. aby uwidoczni¢ kompleks antygen-
przeciwcialo.

Dzisiaj odbywa si¢ to przewaznie przez chemiczne
sprzgzenie przeciwciata z enzymem. Enzym z kolei
reaguje z substratem, przeksztalcajac go w barwny
produkt reakcji. Reakcja barwna wskazuje na to, ze
poszukiwany antygen lub przeciwciato znajduje si¢ w
probie. Nazwa testu ELISA oddaje opisang zasade:
Enzyme linked immuno sorbent assay.

Przy pomocy tej metody daje si¢ zbada¢ wiele
antygenow, np. takie, ktore maja pochodzenie
wirusowe. Choroby wirusowe atakuja nie tylko

zwierzgta i ludzi lecz rowniez rosliny. Rozmnazanie
wegetatywne, ktore czesto stosuje si¢ przy
okreslonych roslinach uprawnych w rolnictwie lub
ogrodnictwie sprzyja rozprzestrzenianiu si¢ materiatu
zakaznego. Nawet poprzez nasiona w niektorych
przypadkach wirusy moga by¢ przenoszone. Dlatego
technika testowania ELISA zyskuje dlatego coraz
bardziej na znaczeniu, w zastosowaniu do wszystkich
zdolnych do rozmazania si¢ roslin uprawowych. Test
pozwala analizowa¢ chorobg wirusowa pelargonii,
powszechnie nazywanych geraniami. Choroba
prowadzi¢ do tego, ze w sposdb niepozadany zmienia
si¢ kolor kwiatéw. Sprawca choroby nazywa si¢
Pelargonium Flower Break Virus (PFBV). Tu u nas
ok. 25% wszystkich pelagronii jest zainfekowanych.
A wigc praktycznie w co czwartym domu, gdzie
hoduje si¢ pelargonie znajduje si¢ odpowiedni tj.
pozytywny material do badan. Zasada testu polega na
tak zwanej technice ,,sandwich”: juz wstepnie podane
przeciwcialo wiaze antygen istniejacy w
zainfekowanej probcee, ktory znow wiaze
przeciwcialo: przeciwciato-antygen-przeciwcialo.

Drugie przeciwcialo oznakowane jest enzymem, ktory
reaguje z substratem tworzac barwny produkt. W
tescie pierwsze przeciwciala sa optaszczone na
zgbach specjalnego grzebienia, ktéry specyficznie
rozpoznaje wirusa PFBV.

1. reakcja

Antygeny PFBV z probki wiazane sa do przeciwciat
optaszczonych na grzebieniu; powstaje kompleks
antygen-przeciwciato, na zgbach grzebienia.

2. reakcja

Drugie przeciwcialo, znaczone przy pomocy
peroksydazy z chrzanu (koniugat) wiaze si¢ z
kompleksem antygen-przeciwciato, znéw na zgbach
grzebienia.

3. reakcja

Kompleks antygen-przeciwcialo znaczony enzymem
przemienia substrat tréjmetylobenzydyng w niebiesko
zabarwiony produkt. Prébki zakazone wirusem PFBV
wykazuja to zabarwienie na niebiesko, probki nie
zakazone pozostaja bezbarwne.
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Wykonanie doswiadczenia
1. Przygotowanie probek (10 min)

ca. 5 mil
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1.1. Wiozcie lis¢ wielkosci ok. 15 em” (ok. 0,5 g) w
srodek woreczka ekstrakcyjnego, migdzy gaze
bawelniana.

1.2. Dodajcie ok. 5 ml buforu do probek (z6tty)
uzywajac pipety ze skala. Unikajcie przy tym
kazdego zanieczyszczenia (skazenie wtdrne)
buforu probek przez ekstrakt roslinny.

1.3. Woreczek ekstrakcyjny potdzcie na ptaska,
twarda powierzchnig. Rozdrobnijcie tkanke liscia
prowadzac homogenizator nad woreczkiem z
naciskiem, ruchami okre¢znymi, az powstanie
jednorodna zawiesina.

Zabarwienie na zielono wskazuje na uwolnienie
chlorofilu. Mozecie po tym rozpoznac jak dalece
postapita ekstrakcja.

2. Rozdzielanie préobek (5 min)

2.1. Zanotujcie dane identyfikujace probke (probki 1-
10, od lewej do prawej). Odmierzajcie pipetg
kazda pojedyncza probke do danego naczynka
reakcyjnego pierwszego szeregu zaglebien w
tasmie, od lewej do prawej strony. Kazda
probke podaje si¢ oddzielng pipeta. Na jedno
naczynko wlewa sie po 3 krople.

2.2. Naczynka nr 11 i 12 pozostawcie nie napehione;
podczas pierwszej reakcji pozostaja one puste.
Zuzyte pipety wyrzuccie do zbiorczego
pojemnika plastikowego.

3. Pierwsza inkubacja (10 min)

3.1. OsadZcie grzebien tak w pierwszym szeregu
naczynek, aby prébki kontrolne (optaszczone na
grzebieniu, zielona wzglednie czerwona kropka)
dostatly si¢ do pustych zaglebien nr 111 12. Tym
samym nastepuje start pierwszej reakcji; potrzebna
jest 10-minutowa inkubacja (wykorzystajcie ten
czas do przygotowania koniugatu).

4. Przygotowanie Koniugatu
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4.1. Przenie$cie skoncentrowany koniugat, tak
catkowicie jak to mozliwe, do niebieskiego
buforu do koniugatu.

Stosujcie do tego pipete z malym otworem i na
koniec wyrzuccie ja do pojemnika plastikowego
zbiorczego. Uwaga: krople moga zwisac z
pokrywki. Nie wolno ich straci¢. Gruntownie

wymieszac!

5. Rozdzielanie koniugatu

5.1. Rozcienczony koniugat wkraplajcie nowa pipeta
w drugi szereg studzienek w tasmie, a
mianowicie 3 krople na zaglebienie. Napehijcie
rowniez naczynko 11 i 12. Pracujcie zachowujac
czystos¢ tj. unikajcie kazdego zanieczyszczenia
trzeciego szeregu naczyniek. Na koniec
wyrzuccie pipete do plastikowego pojemnika
zbiorczego.
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6. Plukanie grzebienia (30 sek)

uril-

3

6.1. Po inkubacji probek wyjmijcie grzebiefi z
pierwszego rzedu.

6.2. Opluczcie zgby pod silnym strumieniem zimnej

wody wodociagowej, przez 15 do 30 sekund.
Uwaga: grzebienia nie trzyma¢ pionowo pod
strumieniem wody, aby unikna¢ zakazenia
probek migdzy poszczegolnymi z¢bami.
Gruntowne ptukanie jest wazne, aby osiagnac
niewielkie zabarwienie tla.

6.3. Na koniec usuncie wodg, ktéra przywarta do
grzebienia kilkakrotnie szybko strzasajac ja z
grzebienia.

7. Inkubacja z koniugatem (10 min) i
rozdzielenie substratu

7.1. Wibzcie grzebien do drugiego rzedu, znéw
prébkami kontrolnymi (kropki) po prawej
stronie.

7.2. Inkubujcie 10 minut.

7.3. Roztwér substratu wlewajcie nowa pipeta do

trzeciego rzedu studzienek, a mianowicie tacznie

z zaglebieniem 11 i 12 (catkiem z prawej); 3
krople na zaglebienie.

Wskazowka: substrat jest wrazliwy na
Swiatlo. Koniecznie unika¢ bezposredniego

naslonecznienia. Na koniec wyrzuécie pipety

do plastikowego pojemnika zbiorczego.

8.

8.1.

8.2.

9.

9.1.

9.2.

Inkubowanie z substratem (11 min)

Wyjmijcie grzebien z rzedu z koniugatem i
gruntownie wymyjcie zimna woda wodociagowa
jak opisano uprzednio (punkt 6).

Przeniescie grzebien do trzeciego rzedu, ktdry
zawiera substrat, a mianowicie znéw kropkami
po prawej stronie. Inkubujcie przez 10 minut.
Poniewaz substrat jest wrazliwy na $wiatto
powinno si¢ przy tej operacji unika¢ silnego
oswietlenia (np. bezposrednie swiatlo stoneczne).

Ocena wynikow

*@h

e
#® = N

& *

Po wyjeciu grzebienia mozna dokona¢ oceny
testu; najlepiej bezposrednio po ostatnim
inkubowaniu. Analizuje si¢ wynik albo
wzrokowo albo przy pomocy fotometru przy 650
nm,

Probki kontrolne stuza do sprawdzania testu.
Funcjonuje on bez zarzutu wtedy, gdy probka
kontrolna pozytywna wykazuje intensywne
zabarwienie na niebiesko, podczas gdy prébka
negatywna pozostaje bezbarwna. Kazda probka,
ktéra wykazuje reakcje barwng silniejsza niz
reakcja negatywnej probki kontrolnej, jest z
pewnoscia zakazona. Kazda probka, ktorej
zabarwienie nie jest intensywnigjsze niz
zabarwienie negatywnej probki kontrolnej, jest
prawdopodobnie nie zakazona. Zasadniczo
jednak nie mozna wykluczy¢, ze stezenie
wiruséw jest mniejsze niz czulos¢ testu.
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