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Virusinfektion hos pelargonier

Laborationen visar en immunologisk metod som &r mycket anvind pa
laboratorier for identifikation av antikroppar eller antigener. Det kan t.ex.
handla om att pé ett sjukhuslaboratorium underséka om en kvinna ir
gravid eller om en patient r infekterad med HIV. Metoden kallas Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA).

I denna laboration pivisas en infektion av PFBV-virus (Pelargonium
Flower Break Virus) som kan forekomma hos pelargonier. Till laboratio-
nen anvands ett kit som 4r avsett f6r 14 laborationsgrupper.

Syftet med laborationen ir att praktiskt arbeta med en mycket anvind
laboratoriemetod. I férdjupningsuppgifterna visas pd medicinska anvind-
ningsomraden for metoden.

TIdSétgé ng Att stilla i ordning och genomfora férséket tar ca 1 timme.

Sakerhet Provbufferten och konjugatet innehéller stabiliseringsmedlet Bronidox.
Substratet innehaller tetrametylbenzidin och viteperoxid.

Reagensen dr endast mattligt hilsofarliga och inga speciella sikerhets-
atgarder behovs. Undvik att f& reagensen i munnen och pd huden. Skolj
med vatten om reagens hamnar i 6gon eller pa hud. Reagensen kan efter
anvindning spolas ut i vasken. Alla fasta bestdndsdelar kan slingas som
normalt hushallsavfall.

Anvind skydskldder och skyddsglasogon.

Materiel en specialbehandlad pistill fér att mala bladen (det gér ocks8 bra att

anvinda vanliga mortelpistiller),
14 trattar och 14 provrér,
provrorsstall,

sax,

kallt kranvatten.

Innehall i testkittet reaktionerna sker i 16 brunnar, som ir ordnade i tvd rader. (Dessa

kommer forpackade tillsammans med torkmedel i en plastpdse),
14 extraktionspdsar,

14 filter,

flaska med 50 cm”® provbuffert (gul),

14 pipetter for proven, 1 mirkt pipett for provbufferten, 1 pipett
miirkt f6r konjugatet och 1 pipett mirkt for substratet,

flaska med 2,5 cm® konjugat (rod),

OO0 O0OO0OO0OO0O O OO0O0OO0O O

flaska som skyddar substratet mot ljus (svart) med 2,5 cm? substrat
(firglost). Sista forbrukningsdag anges pa férpackningen. Losning-
arna forvaras vid ca +4 °C.
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De 16 brunnarna (2 - 8 brunnar) dr preparerade med en polykional
antikropp, som reagerar specifikt med PFBV. | de tva yttersta brun-
narna finns ett negativt (PFBV-fritt) och ett positivt (PFBV-innehal-
lande) immobiliserat prov. Detta ar kontrollerna (méarkta med gront
respektive rott).

Forsta reaktionen:

Brunnarna (forutom kontrollerna) fylls med provet (extrakt fran pelar-
gonieblad). Om det finns PFBV-antigen binds detta tili de immobilise-
rade antikropparna. Det bildas alltsa ett antigen—antikropp-komplex. ;

Andra reaktionen: :

Efter att allt prov som inte bundit till antikroppar tvittats bort, tillsatts
en andra antikropp (aven till kontrollbrunnarna). Denna andra anti-
kropp r konjugerad med peroxidas (“enzym-konjugat”) och binder
till det immobiliserade antigen—antikropp-komplexet.

Tredje reaktionen: ,
Nar det konjugat som inte har bundits tvéttats bort, tillsatts ett farglost
substrat (dven till kontrollbrunnarna).Det reagerar med konjugatet och
bildar en blafargad produkt (somi den positiva kontrollen). PFBV-infek-
terade véxter ger alitsa bi&fargning i brunnarna,medan vaxter sominte
4r infekterade behaller sin firgléshet i brunnarna (som i den negativa
kontrollen).

Utforande  Férberedelser

1 Skir ut 14 bitar av pelargonieblad (ca 10 cm? stora) och ligg dem i

extraktionspasarna. Hall pdsarna uppritt. Numrera pdsarna enligt
beteckningarna i tabellen pa nista sida (B1-H1 och B2-H2).

- Bitar av pelargonieblad samt provbuffert
dverfors till extraktionspasar.

2 Tillsitt ddrefter 3 cm? provbuffert {den dversta markeringen pa pipet-
ten).

3  Ligg sedan en extraktionspase pi en jimn yta och héll 6ppningen
nagot uppdt s att viitskan inte rinner ut. Mal pelargoniebladet genom
att rora pistillen i cirkelrdrelser under mattligt tryck. Nar extraktet
har firgats gront av det frisatta klorofyllet kan extraktionen avslutas.
Fortsitt pd samma sdtt med resten av extraktionspasarna.

P Pelargoniebladen mals sonder for att frigdra
celiinnehallet.
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T 4  De olika extrakten &verfors med var sin pipett till var och en av fil-
N trertrattarna som placerats i de numrerade provréren. Filtraten som
) \‘ bildas ir de egentliga proverna. Provpipetterna far inte blandas ihop
e med varandra.
-
\ . .
\\ Innan testet pdborjas ska alla reagensen ha antagit rumstemperatur

(19-29 °C). Reaktionerna sker vid rumstemperatur.

inkubation av proverna

5 Brunnarna tas fram ur pésen och placeras pé den plats som finns
utskuren i forpackningens inre. De réda respektive grona kontrol-
lerna syns ovanifran. Droppa ned filtratet (tre droppar) i resp. brunn
och med ritt pipett. Kontrollbrunnarna ska vara tomma vid forsta
reaktionstillsatsen. Inkubera under tio minuter.

B Proverna filtreras.

P Tillsats av provlosningar.

Notera i tabellen nedan varifrdn provet kommer.

Rad\Spal’f . 1 v
Positiv kontroll (rod)

Negativ kontroll (gron)
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Tvétt av brunnarna

6 Ta brunnarna i handtaget och tém vitskan som finns i brun-
narna i en vask. Spola ur brunnarna med kallt kranvatten i
fem sekunder, vinta ca en halv minut, tém innehéllet i vasken,
skaka ut allt vatten och sug bort Gverskottsvatten med fil-
trerpapper. Upprepa tvitten ytterligare minst tvd gdnger.
OBS! Det ir viktigt att skélja ordentligt!
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Inkubation med konjugat

7  Tillsitt tre droppar konjugat (rod vitska) 1 brunnarna, dven kontrol-
lerna, med hjilp av "konjugat-pipetten”. Inkubera under tio minuter.
Tvitta brunnarna enligt punkt 6.

Inkubation med substrat

8  Tillsitt tre droppar substrat (firglos vitska) i brunnarna, dven kon-
trollerna, med substratpipetten. Inkubera under tio minuter.

Substratet dr ljuskinsligt - undvik dérfér stark belysning (t.ex. direkt
solljus).

P Tillsats av konjugat.

Resultat och utvardering

P Exempel pé resultat av ett test.

Fordjupningsuppgifter
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= Tillsats av substrat.

Testet fungerar som avsett nir den positiva kontrollen visar en intensiv
blafirgning, medan den negativa kontrollen fortfarande ir farglos.

Nedan visar hur ett resultat kan se ut: Prov 1B, 1G och 2D ir starkt
infekterade, medan 1E &r svagt infekterat och 6vriga vixter ar helt oin-
fekterade.

1 ELISA-metoden anviinds dven till graviditetstest som kan kopas pa
apotek. I forpackningen finns anvisningar f6r hur testet ska utféras.
Forsok att fa urinprov frin en gravid respektive ej gravid kvinna att
anvinda for demonstration. Se liroboken Helix s. 117 for figur och
beskrivning av graviditetstest.

2 Gefler exempel pd hur sjukhuslaboratorier anvinder ELISA-metoden
till analyser av amnen. Beskriv hur analyserna gar till.
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