Zadanie 1.

Temat: Wykrywanie wirusa pelargonii PFBV metoda immunoenzymatyczng

Wykaz materialow

Zestaw PFVB-ELISA firmy STEFFENS Biotechnische Analysen GmbH

5 lidci pelargonii z r6znych upraw + zakazony li§¢ kontrolny (ewentualnie gotowy ekstrakt)
1 nozyce lub skalpel

2 mozdzierze z thuczkami

6 probowek Eppendorfa, statyw do probowek

Aparatura: waga, fotometr (650 nm)

CzeSci zestawu, ktére muszg by¢ uprzednio przygotowane
Wszystkie odczynniki przed badaniem musza by¢ doprowadzone do temperatury pokojowe.

Wskazowki i rady

Podzial zestawu: zestaw ELISA przewidziany jest do przeprowadzenia 14 analiz, ze wzgledow
oszczednos$ciowych 1 ze wzgledu na czas przygotowania materiatu, w zadaniu proponuje si¢
podzielenie go na potowe. Pocigga to jednak za sobg konieczno$§¢ wykonywania dodatkowej
kontroli pozytywne] lub negatywnej. Nieuzywane studzienki na czas wykonywania
doswiadczenia zaklejamy tasmg, a po wykonaniu zadania umieszczamy W opakowaniu i
przechowujemy ochtadzajac do 4°C.

Usuwanie odpadow: koncoéwki do pipet oraz tasmy ze studzienkami po dwukrotnym dokonaniu
oceny wynikow testu wyrzuca¢ do pojemnika znajdujacego si¢ na stole. Wszystkie zlewki
wylewamy do zlewu.

Typowy wynik

W studzience, przy ktorej znajduje si¢ zielona naklejka, lub wyznaczonej przez nas na kontrole
negatywna w zadnym razie nie moze wystapi¢ reakcja barwna. W naczynku pozytywnej probki
kontrolnej (czerwona naklejka) musi powsta¢ rozpoznawalne intensywne niebieskie zabarwienie.
Intensywno$¢ zabarwienia w pozostatych probkach (C1-G1) bedzie posrednia w zalezno$ci od
stopnia zainfekowania materiatu roslinnego.

Bezpieczenstwo

Sklad buforu probek: bufor Tris/HCI, poliwinylopyrolidon, Tween 20, azydek sodowy, barwnik
spozywczy E 102. Azydek sodowy: wskaznik ryzyka 28, 32, wskaznik bezpieczenstwa 28, .
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
wskaznikow ryzyka i bezpieczenstwa.

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

Uwaga! Odczynniki zawieraja azydek sodowy i Bronidox L jako stabilizatory. Trujace przy
polknieciu!

Wprowadzenie

Celem c¢wiczen jest diagnozowanie choroby pelargonii (Pelargoniom) powstatej w wyniku
infekcji wirusem PFBV (ang. Pelargonium flower break virus). Oznaczenie przeprowadzane jest
przy pomocy testu immunoenzymatycznego PFVB-ELISA firmy STEFFENS Biotechnice Analysen
GmbH. Gotowe, unieruchomione w studzienkach ptytki titracyjnej przeciwciata, ktére reaguja
swoiscie z biatkami otoczki wirusa PFBV umozliwiajg tatwe i szybkie przeprowadzenie testu.



Przeciwciala (immunoglobuliny) sa to swoiste biatka globularne, produkowane przez
kregowce, peligce istotng role w ochronie organizmu przed chorobami zakaZznymi. Majg one
zdolnos$¢ ,,rozpoznawania" okreslonych struktur powierzchniowych antygendéw i taczenia si¢ z
nimi w nierozpuszczalne kompleksy. Antygenami mogg by¢ praktycznie wszystkie zwigzki
organiczne obce dla danego organizmu, w szczego6lnosci polisacharydy, polipeptydy i kwasy
nukleinowe.

Oddziatywanie przeciwciat z antygenami wykorzystuje si¢ w immunologicznym postgpowaniu
diagnostycznym. Metody immunologiczne pozwalaja wykry¢ §ladowe ilosci antygenow w probce
(w zakresie do 10® g/ml probki). Uprzednio przeciwciala pozyskiwano od zwierzat, ktorym
wstrzyknigto okreSlone antygeny. Jednak wydajno$¢ byta bardzo mata. Obecnie przeciwciata
uzyskuje si¢ przede wszystkim biotechnologiczng metoda tworzenia komorek hybrydowych
(pozyskiwane t3 metodg przeciwciala nazywa si¢ monoklinalnymi). Komorki hybrydowe
wytwarzane sa przez fuzje limfocytow produkujacych przeciwciata i komérek nowotworowych.
Powstate hybrydy mogg stale by¢ namnazane w pozywkach i produkowac nieograniczone ilosci
przeciwcial.

Aby uwidoczni¢ kompleks antygen-przeciwciato dla testu diagnostycznego, przeciwciata
muszg by¢ znakowane. Obecnie odbywa si¢ to przewaznie przez chemiczne sprzezenie
(skoniugowanie) przeciwciata z enzymem (najczesciej peroksydaza, fosfataza). Enzym z kolei
katalizuje przeksztatcanie substratu 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 (czyli test immunoenzymosorbcyjny lub po prostu
immunoenzymatyczny).

Przy pomocy tej metody daje si¢ bada¢ wiele antygendéw, m.in. takie, ktoére maja
pochodzenie wirusowe. Choroby wirusowe sa przyczyng ogromnych strat w rolnictwie i
ogrodnictwie. Rozprzestrzenianiu si¢ wirusow u roslin szczegdlnie sprzyja stosowane przy
okreslonych uprawnych rozmnazanie wegetatywne. Jedna z chorob wirusowych pelargonii
prowadzi do niepozadanej zmiany koloru kwiatow. Sprawca choroby jest Pelargonium Flower
Break Virus (PFBV). Szacuje si¢, ze zazwyczaj ok. 25% domowych upraw pelargonii jest
zainfekowanych tym wirusem. W tescie PFVB-ELISA firmy STEFFENS zastosowano technike
,sandwich". Do przeciwcial zaadsorbowanych na $ciankach studzienek polistyrenowej ptytki
titracyjnej wigzany jest najpierw antygen istniejacy w zainfekowanej probce, a nastepnie do tak
zwigzanego antygenu wigze si¢ drugie przeciwciato, ktore jest wyznakowane enzymem. Nazwa
»sandwich” pochodzi od struktury powstatego kompleksu: przeciwciato-antygen-przeciwciato.
[lo$¢ zwigzanego wtornego przeciwciata skoniugowanego z enzymem zalezy od ilosci antygenu.
W rezultacie aktywno$¢ enzymu w studzience (probie) jest wprost proporcjonalna do ilosci
antygenu. Stosowany na ¢wiczeniach zestaw pozwala wykry¢ infekcje wirusem PFBV w 6
probkach w sposéb czuly 1 pewny. Czuto$¢ testu wyznaczono ekstrahujac buforem zakazony
materiat roslinny (Chenopodium quinoa) i odpowiednio rozcienczajac ekstrakt. Wirus moze by¢
wykryty jeszcze po 1000 krotnym rozcienczeniu standardowo przygotowanego ekstraktu.

Przeprowadzenie testu mozna podzieli¢ na cztery etapy:
1. Przygotowanie probki — homogenizacja i wirowanie

2. Antygeny PFBV z probki wigzane sg do przeciwciat optaszczonych na $ciankach studzienki;
powstaje kompleks antygen-przeciwciato.

3. Drugie przeciwciato, skoniugowane z peroksydaza z chrzanu, wigze si¢ z kompleksem antygen-
przeciwciato.

4. Kompleks antygen-przeciwciato znaczone enzymem przemienia substrat tetrametylobenzydyneg
w niebiesko zabarwiony produkt. Probki zakazone wirusem PFBV wykazuja zabarwienie
niebieskie, probki nie zakazone pozostaja bezbarwne.




Wykonanie doSwiadczenia

|. Przygotowanie probek do analizy (ok. 30 - 40 min)

- Homogenizacja materialu: Lis¢ wielkosci ok. 10 cm? (ok. 0,5 g) z badanej roliny lub lisé z
zakazonej rosliny kontrolnej (dostarczony przez prowadzacego) umiesci¢ w mozdzierzu i doda¢ 4
ml buforu do homogenizacji (zotty roztwor). Rozdrobni¢ tkanke liscia ruchami okreznymi thuczka,
az powstanie jednorodna zielona zawiesina (0 konsystencji ,,aksamitnego jogurtu”).

- Wirowanie: Zanotowa¢ w Arkuszu pracy i na probowce wirdwkowej (Eppendorfa) dane
identyfikujace badang probke (uzy¢ oznaczen od C1 do G1) i1 przenies¢ do niej okoto 2 ml
uzyskanego homogenatu. Mozdzierz doktadnie opluka¢ woda z kranu a nast¢gpnie woda
destylowang i osuszy¢ recznikiem papierowym. Przystapi¢ do homogenizacji kolejnych
prébek (5 badanych roslin 1 na koniec zakazony 1is¢ kontrolny, ktoéry oznaczony bedzie jako
H1). Zawartos$¢ probowek wirowac przez 5 min przy maksymalnej sile odsrodkowej

2. Wiazanie antygenu z przeciwcialami (ok. 20 min)

- Na ptytce ze studzienkami zaznaczy¢ pisakiem numery kolejnych probek poczynajac od
trzeciej studzienki od krawedzi oznaczonej czerwong lub zielong naklejka (uzy¢ oznaczen C1-
H1). Pierwsze dwie sposrod o$miu studzienek przeznaczone sg na proby kontrolne, negatywna
I pozytywna (0znaczamy je jako Al i B1). Jesli na ptytce znajduje si¢ studzienka oznaczona
kolorem czerwonym (kontrola pozytywna - w tej studzience znajduje si¢ juz antygen) t0 W
studzience B1 wykonujemy kontrole negatywna, czyli dodajemy do niej 150 ul buforu do
homogenizacji lub pozostawimy niewypetlniong. Jesli w zestawie znajduje si¢ studzienka
oznaczona kolorem zielonym (kontrola negatywna) to w studzience B1 wykonujemy kontrolg
pozytywnag tzn. dodajemy 150 pl ekstraktu uzyskanego z kontrolnego liscia zainfekowanego
wirusem (probka H1). Do kolejnych studzienek, oznaczonych numerami od C1-G1 dodajemy
po 150 ul przygotowanych ekstraktow z badanych ro$lin (z probowek C1-G1) a do studzienki
H1 dodajemy 15 pl ekstraktu z kontrolnego liscia zainfekowanego wirusem (probka H1) i 135
ul buforu do homogenizacji (stanowi to probe z 10 krotnie rozcienczong kontrolg pozytywna).
Kazdy ekstrakt dodajemy inna koncéwka pipety! Zestaw ze studzienkami z
zaaplikowanymi ekstraktami pozostawi¢ w spokoju na okres ok. 15 min, po czym zawarto$¢
odciggnaé przy uzyciu pipety wielokanatowej lub po prostu wyla¢ do zlewu. Zatozy¢ nowy
zestaw koncowek i przeptukaé pigciokrotnie studzienki wodg destylowana (po ok. 200 pul).
Uwazaé przy tym, aby zawsze te same koncowki pipety trafiaty do tych samych studzienek
(wglgbienie na pipecie zawsze od kolorowej strony zestawu studzienek). Ostatecznie
studzienki przeptukujemy kilkakrotnie strumieniem wody destylowanej, osuszamy z zewnatrz
recznikiem papierowym i przystgpujemy do kolejnego etapu analizy.

3. Wiazanie przeciwcial skoniugowanych z enzymem (20 min)

- Do studzienek ze zwigzanymi antygenami dodajemy za pomoca pipety wielokanalowej (w naszym
przypadku wygodniej zwykta pipeta — do wszystkich studzienek uzywamy tej samej koncowki) po
150 pl roztworu przeciwcial skoniugowanych z enzymem (buteleczka z czerwong zakretka) i
pozostawiamy w spokoju na 15-20 min. Po tym czasie zawarto$¢ studzienek odciggnaé przy
uzyciu pipety wielokanatowej 1 przela¢ do plastikowej rynienki (w naszym przypadku mozna to
uczyni¢ zwykla pipeta — do wszystkich studzienek uzywamy tej samej koncowki). Nastepnie,
podobnie jak poprzednio, zmieni¢ koncowki 1 przeplukaé pieciokrotnie woda destylowang 1
ostatecznie studzienki przeptuka¢ kilkakrotnie strumieniem wody destylowanej i zestaw
studzienek osuszy¢ z zewnatrz papierowym recznikiem. Uwaga! Dokladne odplukanie
koniugatu ze studzienek ma znaczenie podstawowe dla uzyskania wlasciwego wyniku testu.

4. Reakcja barwna

- Do kazdej ze studzienek doda¢ przy uzyciu pipety wielokanatowej (lub zwyktej) po 150 pl
substratu (czarna buteleczka) i pozostawi¢ na ok. 10 min w ciemnos$ci (w szafce). Po tym



czasie zawarto$¢ studzienek przenie$¢ przy pomocy pipety wielokanatowej (lub zwyktej) do
przygotowanej kolumny studzienek umieszczonej w specjalnym plastykowym adapterze, co
jest rbwnoznaczne z przerwaniem reakcji enzymatycznej. Adapter umieszczamy w metalowe;j
ramce 1 za pomocg fotometru odczytujemy ekstynkcje roztworu w kazdej ze studzienek.
Obstuga czytnika wg. osobnej instrukcji.

5. Ocena wynikow
- Ocene testu przeprowadza si¢ wizualnie 1 za pomocg fotometru. Analiza wzrokowa polega na
stwierdzeniu powstania niebieskiego zabarwienia w kontroli pozytywnej (studzienka A1/B1l) i
braku takiego zabarwienia w kontroli negatywnej (B1/Al). W przeciwnym wypadku test nie dziata
poprawnie lub zostat nieprawidtowo przeprowadzony. Wyniki pomiaréw fotometrycznych
spisujemy bezposrednio z aparatu lub wydrukowujemy i umieszczamy w tabelce.

Arkusz pracy

Nr probki | Dane identyfikacyjne Wynik Ekstynkcja

Al/B1 negatywna probka kontrolna bezbarwna

B1/Al pozytywna probka kontrolna niebieska

C1

D1

El

F1

Gl

H1l 10-krotnie rozcienczona kontrola pozytywna

Al1/B1 - kontrola negatywna lub pozytywna w zaleznosci od potéwki zestawu ze studzienkami

Obsluga fotometru EIA Reader 307C BIO-TEK Instuments
(patrz Operator’s Manual str. 2-3)

Fotometr — czytnik mikroplytek — sluzy do pomiaréw ekstynkcji roztworow bezposrednio w
studzienkach plytki mikrotitracyjnej. Urzadzenie pozwala na pdtautomatyczny zapis 1 nastepnie
wydruk pomiaréw. Specjalna ramka shluzy do automatycznego odczytu pozycji studzienki na
ptytce, jednakze urzadzenie nie posiada automatycznego przesuwu ptytki.

Pomiaru dokonuje si¢ przez podiozenie ptytki mikrotitracyjnej pod mechanizm pozycjonujacy
studzienke (1) i odczytanie na wys$wietlaczu ekstynkcji. Jesli przy pomiarach stosuje si¢ ramke
(tylko dla specjalnych ptytek) po lewej stronie ekranu wyswietlana jest pozycja studzienki. Przed
rozpoczeciem pomiardw nalezy aparat wyzerowa¢. W tym celu pod mechanizm pozycjonujacy
podktadamy pustg lub napelniong wodg studzienke 1 pokrettem 2 ustawiamy wskazanie fotometru
na zero lub na mozliwie najmniejszg wartosc.




Indywidualny arkusz pracy

Imie¢ i nazwisko:
Imi¢ i nazwisko:
Imig¢ i nazwisko:

Imi¢ i nazwisko:

Nr probki

Dane identyfikacyjne

Wynik

Ekstynkcja

Al/B1

negatywna probka kontrolna

bezbarwna

B1/Al

pozytywna probka kontrolna

niebieska

C1

D1

El

F1

Gl

H1

10-krotnie rozcienczona kontrola pozytywna

Al/B1 - kontrola negatywna lub pozytywna w zalezno$ci od potéwki zestawu ze studzienkami




