Tema immunologi

Laborationer och ovningar

Mé&ndagen den 16 november:
1. Begrepp inom immunologin
2. Fagocytos av jast

3. Mikrosvampar i barr

4. Vilken effekt har lysozym?

5. Hur man sparar 4gg i maten

Tisdagen den 17 november:
6. Hur ser gluten ut?
7. Antikroppar mot gluten i blod

8. Analys av gluten i livsmedel

9. Virusinfekterade pelargonier
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Immunologiska begrepp

Immunologi innehaller ett stort antal begrepp. Klipp ut begreppen nedan och anvind dem for att
bygga begreppskartor och sortera i olika kategorier utifran frigestillningar kring immunf6rsvaret.

PatOgener MHC - Major Histocompability
Complex)

Medfétt immunfér svar HLA - Humana Leukocyt
Antigener (= MHC)

Adaptivt immunférsvar | pH

Hud Lysosymer
Slemhinnor Blod och lymfa
Flimmerhar Leukocyter @it blodkroppar)
Magsyra Granulocyter
Makrofager Monocyter

Immun Mastceller

Histamin Pyrogener
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Interferon
Komplementproteiner
Neutrofila granulocyter
Eosinofila granulocyter
Basofila granulocyter
Dendritiska celler
Kemotaxi

Bakterier

Virus

Parasiter

Svampar
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Inflammation
Infektion
ApOptOS (programmerad celldéd)

Tumorceller

Var

Feber

Lymfocyter
B-lymfocyter
Plasmacell
Minnescell

T-lymfocyter
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Mordar-T=cell
Hjilpar-T-cell
Minnes-T-cell

Supressor-T-cell

(Regulatorisk-T-cell)
Antigener
Antikroppar

Immunoglobuliner,

IeG, IgA, IgE
Autoimmun sjukdom

Ledgangsreumatism

Diabetes typ 1
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Multipel skleros (MS)
Forviarvad immunitet
Allergier

Allergener

Hosnuva
Nisselfeber

Astma

Anafylaktisk chock

Vaccination
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I denna laboration studerar vi hur de egna neutrofila granulocyterna iter jistceller. P4 mot-

svarande sitt gir det till i kroppen nir dessa celler oskadliggér angripande bakterier.

Sakerhet

Ténk pé att laborationer med blod kan innebira smittorisk. Det ar sjalvklart frivilligt att
sticka sig. Elever som bir pa blodsmitta far inte sticka sig. Var noga med att alltid sitta
ner nir blodprov tas pa grund av svimningsrisk. Undvik att komma i kontakt med annan
persons blod. Eleverna ska sjilva ta hand om sitt blodkontaminerade material. Se till att en
siker behillare finns tillginglig for att kasta blodkontaminerat material som blodlancetter,
bomullstussar mm. Anvind helst plastbelagt papper som underlag nir blodet hanteras.

Se vidare den anvisning om blodlaborationer som utarbetats av Nationellt resurscentrum
for biologi och bioteknik, www.bioresurs.uu.se, Sikerhet.

Material

* sikerhetsbehilare for blodkontaminerat material
* mirkpenna

* objekeglas (nytt och rent), tickglas, mikroskop

* autoklick for blodprov, plaster

* centrifug for eppendorfror

* Krebs-Ringer-16sning (KRG-16sning)

* fuktkammare, 37 °C

* virmeskip, 37 °C

* “rullar” av filtrerpapper

* jdstsuspension

* humant serum, 2 ml (inkop t.ex. Sigma-Aldrich)
* ett paket firsk jist

* plastpipetter, 3 ml

* tandpetare eller gul pipettspets

* 10 ml r6r eller eppendorfror till centrifugering

Lararens forberedelse

1. Se till att det finns sikerhetsbehallare f6r blodkontaminerat material. Forbered eleverna
genom att noga g igenom hur man handskas sikert med blod. Se ovan rubrik Sikerhet.
2. Bered 500 ml KRG-I6sning enligt f6ljande (Krebs-Ringer, med glukos, Ca*, pH 7,3):

115 mM NaCl, 5,9 mM KCl, 1,2 mM NaH, PO, 1,2 mM MgCl,, 25 mM NaHCO,,
2,5 mM CaClz, 10 mM glukos, 1,2 mM Na, SO,

Forvara 18sningen i kylskép. Infor laborationen stills 16sningen i virmeskép 37 °C.
Nationellt resurscentrum for biologi och bioteknik
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Humant serum kan frysas i eppendorfror (ca 2ml/ror) och tinas vid starten av laborationen.
4. Still in virmeskapet pa 37 °C och placera en bigare med vatten + termometer i skdpet.

5. Forbered en fuktkammare per elevgrupp genom att placera ett fuktat filtrerpapper i
varje petriskal och ligga ett objektglas pa bottnen. Sitt pa locket. Stéll in fuktkamrarna
i virmeskdpet innan laborationen startar (fig. 3).

6. Forbered rullar av filtrerpapper genom att vika filtrerpapper upprepade ganger och
hifta ihop p& mitten.

Ett rullat och vike fil-
trerpapper med. hifi- i E S ! %
klammer mitt pa dr ett

utmdrkt torkredskap

7. Tvittning av jisten kan goras som demonstration enligt nedan, alternativt férberedas.

8. Hill ca 25 ml KRG/grupp i 50 ml bégare (sa sent som majligt for att hindra avdunstning).

Instruktioner till elevgruppen

Beritta kort om laborationen och informera om risken for blodsmitta. Visa eleverna f6l-
jande moment:

1. Ta ett nytt, rent objektglas (inga fingeravtryck), fuktkammare (skriv namn pé locket),
autoklick och plaster. Ligg objektglaset pa bordet och sitt dig pa en stol framfér.

fig 1 fig 2 fig3

Jdr

2. Stick hil i ling-/ringfingertoppens sida (fig 1), ddr det finns mest blodkirl och minst kinsel.

Lat armen hinga ner lings kroppen sa att blodet rinner till bittre. Nir du ser att blod
kommer fram sitter du en droppe pa glaset. Lt armen hinga igen, sitt sedan en droppe
till pa samma stille, lit armen hinga igen och sitt ytterligare en droppe pi samma stille.
Fortsitt pi samma vis sé att tre droppar blod sitts pa nytt stille pA samma objektglas
(fig2). Om blodet inte ricker till tva flackar 4r det béttre att gora en stor. Sitt pd plaster.

Ligg forbrukad autoklick i sikerhetskarl.

Ligg objektglaset med blodet tvirs dver det andra objektglaset i fuktkammaren (fig 3).
Sétt genast pé locket och still in fuktkammaren i virmeskipet. Inkubera ca 25 min.

Under inkuberingen faller de neutrofila granulocyterna ner pa glaset och fister till ytan.
Dessutom koagulerar blodet. De réda blodkropparna fingas i ett nit av fibrintradar.

Nu kan eleverna géra samma moment.
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3. Under inkubationstiden kan man visa hur man tvittar jist:
Cirka 1-2 mm? jist suspenderas med hjilp av plastpipett i 5 ml KRG.

Centrifugera 5 min (1 000 rpm). (Om eppendorfcentrifug anvinds delas l6sningen pa
flera ror.)

Kasta losningen och resuspendera pelleten i 6 ml KRG + 2ml serum.

Hill 0,5 ml firdig jastsuspension per labgrupp i eppendorfror.

4. Still fram en bigare med KRG (37 °C), tvé plastpipetter, “rullar” av filtrerpapper, tand-
petare/gula pipettspetsar och jistsuspensionen.

5. Nir inkuberingen 4r klar himtas fuktkammaren, objektglaset lyfts ur och locket liggs
tillbaka. Blodkoaglet lossas genom att man skrapar runt kanten med en tandpetare el-
ler gul pipettspets. Byt pipettspets/tandpetare mellan de bada blodflickarna. Koaglet
samlas upp pd ett papper som kastas i sikerhetsbagaren.

6. Hall direfter objektglaset snett dver vasken, sug upp KRG i pipetten och skolj forsiktigt
bort det mesta av blodkoaglet genom att spruta pa glaset ovanfor cellerna. (Skolj inte for
mycket, det gor inget om lite blodkoagel finns kvar.)

Torka undersidan med papper och ligg objektglaset pa binken. Anvind 4ndarna pa "rull-
len” av filtrerpapper for att torka bort KRG pi glaset utanfér cellflickarna. OBS! Cellerna
far inte torka!

Tillsitt slutligen tva droppar KRG till den ena cellflicken och tvd droppar jistsuspension
till den andra cellflicken. Om man endast har en cellflick ska man inkubera den med
jastceller. Lagg tillbaka objektglaset i fuktkammaren och inkubera ytterligare ca 25 min i
virmeskapet.

Sling tandpetaren eller pipettspetsen och annat skrip som kontaminserats med blod i
sikerhetsbehallaren. Nu kan eleverna gora samma moment.

Under denna andra inkubering sker sjilva fagocytosen.

7. Under vintetiden kan eleverna ta fram mikroskop, studera jistcellerna samt rita av vad
de ser. Tiden kan ocksd anvindas for att studera vilken betydelse serum har for fagocy-
tosen. Rita girna en bild pa tavlan och beskriv komplementets betydelse vid fagocytos
eller lit eleverna lisa en limplig text som beskriver komplementets férmaga att bilda
membran-attack-komplex som gor hél i bakterier. Se fig. nista sida.

8. Nir inkuberingen ir klar skéljer man forsiktigt cellerna med KRG. Torka girna runt
flickarna som tidigare. Se till att varje cellflick har en extra droppe KRG och ligg pa
tickglas. Torka undersidan av glaset s att det inte “fastnar” i mikroskopet.

9. Eleverna kan nu studera cellerna i mikroskop. Det kan vara svirt for eleverna att forsta
vad de ska leta efter. Dirfor dr det viktigt att de som lyckats bra visar sina celler for
andra. Eleverna ritar bdde celler som itit jist och kontrollceller. Ibland kan de dven se

r6da blodkroppar och fibrintradar i preparatet.

Se aven:

*  Elevinstruktionen "Fagocytos”

*  Artikeln "spana in ditt eget immunférsvar” i Bi-lagan nr 3/06
*  Artikeln Blodlaborationer i skolan, Bi-lagan nr 1 mars 2013
¢ Resurscentrums hemsida under Sikerhet (Arbete med blod)

Laborationen har utarbetats av Asa Walan, Berzeliusskolan, Linkiping, och reviderats 2015 av
Brittmarie Lidesten, Nationellt resurscentrum for biologi och bioteknik.
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Bilden visar hur neutrofila granulocyter ldamnar blodbanan fér
att angripa fienden.

Neutrofil granulocyt

C3a-receptor

o C3b

C3b-receptor

A0 o

C3
® (3,

Jastcell

Neutrofil granulocyt

Réda blodkroppar Blodkiirl

Illustration: Anna Maria Wremp

Komplementfaktor C3 har lickt ut i vivnaden och aktiveras néir den binder till jistcel-
len. Vid aktiveringen klyvs C3 i tvé delar, a och b. Den lilla delen (C3a) ér en signalmo-
lekyl som lockar till sig neutrofila granulocyter genom att binda till deras C3a-receptorer.

Den stora delen (C3b) binds till jastcellernas yta och underlittar fagocytosen genom att
utgor en bra fastpunkt for granulocytens C3b-receptorer.
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Fagocytos

Elevinstruktion

Vid den hir laborationen kan du studera hur dina egna vita blodkroppar (neutrofila gra-
nulocyter) fangar och iter upp jistceller.

Sakerhet

Tink pa att laboration med blod kan innebira smittorisk. F6lj dirfor lirarens instruktioner
for hantering av blod och om var férbrukat material ska slingas.

Det ar sjalvklart frivilligt ate sticka sig. Om négon bir péa blodsmitta fir den personen inte
sticka sig. Var noga med att alltid sitta ner nir blodprov tas pa grund av svimningsrisk.
Undvik att komma i kontakt med annan persons blod. Ta sjilv hand om material som
ir blodkontaminerat. Kasta blodkontaminerat material som blodlancetter, bomullstussar
mm. i en behallare som 4r avsedd for detta.

Material

* sikerhetsbehalare for blodkontaminerat material
* mirkpenna

* objektglas (nytt och rent), tickglas, mikroskop

* autoklick for blodprov, plaster

* 25 ml Krebs-Ringer-losning (KRG-16sning)

* fuktkammare, 37 °C

* virmeskdp, 37 °C

* 7rullar” av filtrerpapper

* jdstsuspension med serum

* plastpipetter, 3 ml

* tandpetare eller gul pipettspets

Utférande

1. Himta objekeglas (inga fingeravtryck), fuktkammare (skriv namn pé locket), autoklick
och plaster. Ligg objektglaset pd bordet och sitt dig pa en stol framfor. Stick hal i lang-
finger-/ringfingertoppens sida, (fig 1), dir det finns mest blodkirl och minst kinsel.
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Lat armen hiinga ner lings kroppen sa att blodet rinner till bittre. Tank pé négot trev-
ligt sommarminne, t.ex. hur hirligt det ir att ga barfota i strandkanten. Nir du ser att
blod kommer fram sitter du en droppe pé glaset. Lit armen hinga igen, sitt sedan
en till droppe pa samma stille, lat armen hinga igen och siitt ytterligare en droppe pa
samma stille. Fortsitt pi samma vis s att tre droppar blod sitts pa nytt stille pa samma
objekeglas (fig 2). Om blodet inte ricker till tvd flickar dr det battre att gora en stor.
Site pé plaster.

Lyft pa locket till fuktkammaren och ligg objektglaset tvirs ver det andra objektglaset
(hg 3).

Sitt genast pa locket och still in cellerna i virmeskapet. Ta tid, cellerna inkuberas ca
25 min.

Ligg forbrukad autoklick i ritt skripkarl.

Under inkuberingen faller de neutrofila granulocyterna ner pa glaset och fiister till ytan. Dess-
utom koagulerar blodet — de rida blodkropparna fingas i ett nit av fibrintridar.

Undler vintetiden ger liraren viktiga instruktioner och visar eventuellt hur man tvittar jést.

2. Himta en bigare med varm KRG, tva plastpipetter, tva “rullar” av filtrerpapper, tand-
petare/gul pipettspets och slutligen jstsuspensionen.

3. Nir inkuberingen ir klar himtas fuktkammaren, objektglaset lyfts ur och locket liggs
tillbaka. Blodkoaglet lossas genom att man skrapar runt kanten med tandpetaren.

4. Hall darefter glaset snett dver vasken, sug upp KRG i pipetten och skolj bort blodkoag-

let genom att forsiktigt spruta pa glaset ovanfor cellerna.
Torka glasets undersida med papper och ligg det pa banken.

6. Anvind nu dndarna pa rullen” av filtrerpapper for att torka bort KRG pa glaset utan-
for cellflackarna. OBS! Cellerna far inte torka!

7. Tillsdte slutligen tva droppar KRG till den ena cellfldcken och tva droppar jistsuspension
till den andra cellflicken. Om man endast har en cellflick inkuberas den med jastceller.

8. Ligg tillbaka objekeglast i fuktkammaren och inkubera ytterligare ca 25 min i virme-
skdpet. Sling tandpetarna och annat blodkontaminerat material i sikerhetsbehallare.

9. Ta fram mikroskop och studera jistcellerna under vintetiden. Ta ett objektglas och sitt
en droppe jistsuspension pa glaset. Ligg pa tickglas. Studera och rita av cellerna.

Tiden kan ocksi anvindas for att studera vilken betydelse serum har for fagocytosen. I
serum finns komplement som ir en viktig del av immunforsvaret.

Under denna inkubering sker sjilva fagocytosen. De neutrofila granulocyterna griper tag i jést-
cellerna och drar in dem i cellen.

10. Nir inkuberingen 4r klar skoljer man cellerna med KRG. Torka runt flickarna med en
filtrerpappersrulle som tidigare. Se till att varje cellflick har en extra droppe KRG och
ligg pa tickglas. Torka undersidan av glaset s att det inte “fastnar” i mikroskopet.

11. Studera cellerna och rita och beskriv vad du ser. Jimfér cellerna som itit jést med kon-
trollen. Ibland kan man #4ven se réda blodkroppar och fibrintradar i preparatet.
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Mikrosvampar i barr

Forsoket med mikrosvampar i barr kan anvindas f6r att diskutera hur individer kan skilja
pa "sjilv” och “icke-sjdlv”. Hur fungerar det nir en individ identifierar och reagerar pa en
annan individ? Hir finns manga aspekter att ga vidare med och soka information om.

Det ir ett begrinsat antal svampar som bildar fruktkroppar pa nedfallna barr och l6v. Pa
nedfallna granbarr 4r det framfor alle granskytte (Lophodermium picee) och Rhizosphaera
kalkoffi. Pa nedfallna tallbarr 4r det endofyten/saprofyten barrsprickling (Lophodermium pi-
nastri) och tallskytte-patogenen (Lophodermium seditiosum) som dominerar. Hos granskytte
och barrsprickling kan det upptrida flera svampindivider per barr. Individerna avgrinsas av
svarta tvirband, vilka 4r reaktionszonen dir tvi svampindivider méts. (Gor girna en bild-
sokning pa webben pa ovanstiende latinska namn dir utmirke bildmaterial gir att finna.)

Laborationen bygger pé ett hifte "Svamp i skolan” utarbetat vid Institutionen for skoglig
mykologi och patologi av Anders Dahlberg, Eva Damm och Lena Jonsson.

Uppgift
Studera barren i stereolupp. Kan du hitta svarta tvirband? Hur ménga individer finns det
i barren?

Odla mikrosvampar

Levande barr har en rik flora av sivil endofytiskt som epifytiskt levande svampar. Dessa
kan man ganska litt odla ut och bland annat visa att det faktiskt vixer endofytiska svampar
inne i barren.

Fran friska granbarr vixer nistan alltid granskytte (Lophodermium picee) ut. Denna svamp
forekommer i 20-100% av en grans barr oavsett var i Sverige man befinner sig. Den bildar
ett mjolaktigt vitt mycel.

Som endofyt i tallbarr vixer ofta barrsprickling (Lophodermium pinastri) ut. Barrsprick-
lingen vixer ut med ett gratt mycel kringgirdat av en gra bard. Denna svamp férekommer
i mellan 20-100% av alla friska tallbarr. Frin bade tall och granbarr vixer ocksa ofta Scle-
riphoma pithyophila ut. Dess mycel dr karakeiristiske svartglinsande.

For att fa endofytiskt levande svampar att vixa ut krivs att barren steriliseras. Man kan
ocksd ldgga osteriliserade barr pi maltagarplattor och se vad som vixer ut fran ytan. Dir
finns andra arter (annorlunda firg och form), bland annat jistsvampar. Ytsvampar vixer ut
snabbt, inom ett par dagar.
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Ytsterilisering av barr

Ytsteriliseringen ér viktig, annars kommer de epifytiskt vixande svamparna helt att domi-
nera, eftersom de ir si snabbvixande.

Material

Barr fran gran och/eller tall.

Bigare med 70% etanol

3 bigare med sterilt vatten (eller rent kranvatten)
Steril pincett

Sterilt filtrerpapper (eller eventuellt hushallspapper)

Maltagarplattor (Maltagar inkops, vatten tillsitts enligt anvisning pa forpackningen,

blandningen autoklaveras och plattor gjuts.)

1. Doppa barren i 70% etanol i en minut.

2. Skélj barren i 3 bad med sterilt vatten. (Vatten direkt frin kranen kan eventuellt anvin-
das i stillet for sterilt tvatten om man spolar igenom kranen ordentligt forst.)
Flytta barren med en flamberad pincett.

3. Ligg barren pé sterilt filtrerpapper eller eventuellt hushallspapper i en steril petriskal.
(Sterilisera filtrerpapper i 2 tim 170 °C eller dra ut ett par varv pa hushéllspappersrullen sa
att rent, okontaminerat papper kommer fram.)

4. Dela granbarren i tvd delar med en flamberad skalpell och ligg dem pa maltagarplattor.

5. Inkubera i mérker i rumstemperatur i 1-2 veckor.

Resultat och utvardering

Studera mycelet som vixt ut frin barren. Finns det skillnader i firg och struktur? Hur minga
svampindivider har vixt ut frin barren? (Det blir tydliga grinser mellan individerna.)
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Vilken effekt har lysozym?

En toxikologisk testmetod anvinds for att undersoka effekten av lysozym. Metoden innebir
att en bakteriesuspension sprids ut pa en agarplatta. Pi plattan liggs sma filtrerpapperslappar,
som doppats i de 16sningar man vill undersokas. En klar zon utan bakterievixt bildas runt de
prover som ir giftiga for bakterierna — ju storre diameter pa avdédningszonen desto giftigare.

Sakerhet

Endast klass 1-organismer ska anvindas i skolan. Uppodling av bakterier i vitskesuspension
ska goras av ldrare.

Material

1. Micrococcus luteus, Escherichia coli och Bacillus subtilis himtas fran agarplatta eller odlas
upp i flytande niringsmedium 6ver natten, t.ex. Nutrient broth (NB). Olika bakterier
kan ge olika resultat.

2. Sterila plattor med ett allsidigt niringssubstrat, t.ex. Nutrient agar. (Kop in firdigt me-
dium, tillsitt vatten enligt anvisningar pa forpackningen, autoklavera och gjut plattor.)

Losningar med lysozym, olika koncentrationer t.ex. 0,1 g/ml

3
4. Tops med langa triskaft (kan kopas pa apotek.)
5. Virmeskap, 37 °C

6

Filtrerpapperslappar gjorda med halslag
Utférande

Agarplattor med niring bereds i forvig. Att gora i ordning forsoket tar ca 30 minuter och
avlisningen gors tidigast efter 1 dygn. Plattorna kan forvaras i kylskip om avldsningen
behéver skjutas upp.

1. Anvind ympnal och skrapa bakterier fran en platta. Ror ut bakterierna i ca 1 cm?vatten
i ett provror. Ta si mycket bakterier att suspensionen blir kraftigt grumlig. Ett alternativ
ar att odla upp bakterier i flytande NB 6ver natt vid 37 °C.

2. Doppa en tops i en av bakeeriesuspensionerna och stryk ut bakterierna pa en ren plattan med
néringsagar. Lat varje streck med topsen ticka det foregiende. Vind direfter plattan och stryk
ut bakterier pa tviren 6ver den forsta utstrykningen. Hela ytan ska tickas med tita streck — det
far inte bli ett glest rutménster! Gor pa samma sitt plattor med de andra bakteriearterna. Byt
tops mellan olika bakterier. Still de anvinda topsen i en bégare med lite 70-procentig etanol.

3. Olika Isningar kan testas genom att smé runda filterpapperslappar, doppas i testlos-
ningar. Lapparna placeras sedan pa agarytan med de utstrukna bakterierna. Anvind
steril preparerndl for att placera ut lapparna. Se till att inte ett 6verskott av vitska foljer
med lappen — hall den mot kanten av kirlet sd att overskottet rinner av. Om resultaten
ska kunna jamforas méste alla lapparna behandlas likadant.

4. Placera plattorna i virmeskép vid 37 °C i 1 dygn eller i rumstemperatur under 2-3 dagar.

5. Avlisning: En klar zon utan bakterievixt runt det testade dmnet visar att det ir giftigt for
bakterien — ju storre diameter pd avdodningszonen desto giftigare. Mit diametern pé av-
dédningszonen. Blir det nagon skillnad mellan bakterierna? Vad kan det i sé fall bero pa?
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Hur man sparar dgg i mat

Allergier mot dmnen i mat 6kar bland barn och ungdomar. Vissa personer
reagerar mycket kraftigt pd sma méngder av specifika imnen i maten — det
kan ricka med att det finns spdr av t.ex. notter i maten for att en dgon-
blicklig allergisk reaktion ska ske. Foljden blir ett snabbt blodtrycksfall,
som i tragiska fall kan leda till att personen dor.

I dag finns det sd kinsliga analysmetoder att dven mycket sm& mingder
av ett allergiframkallande dmne kan upptickas.

I denna laboration anvinds en metod som kallas dubbel immunodiffu-
sion. Antikroppar och ett extrakt av det som ska undersdkas far diffundera
mot varandra i en agarosgel. Om extraktet innehaller ett antigen som
passar till antikroppen bildas en fillning i form av en linje dir antigen
och antikropp méts.

» Syftet med laborationen dr att pdvisa dggalbumin j olika matritter med hjalp
av dubbel immunodiffusion, samt att teoretiskt studera antikropp-antigen-
reaktioner och de medicinska konsekvenserna av dessa reaktioner.

TldSétgé ng Laborationen tar ca 60 minuter. Avldsning gérs efter ca tvd dygn.

Sakerhet Undvik att andas in Tris i pulverform. Anviind skydd 6ver ndsa och mun
samt skyddshandskar vid beredning av 18sning.

Materiel QO bigare,

objektglas eller sma petriskdlar (5 cm i diameter),
plastpipett eller sugror (diameter ca 2,5 mmy),
mikropipetter (10 pl),

fuktkammare for objektglasen (t.ex. en plastidda med fuktad Wettex-
duk eller hushéllspapper),

homogenisator eller mortel,
centrifug,

0,01 mol/dm’ Tris-buffert (pH 8,0): Los beriknad massa Tris i avjonat
vatten. Justera pH med HCI eller NaOH. Forvaras i kylskap.

agaroslgsning (1% agaros lost i Tris-buffert),

OO0 OO0 0O000O0

referenslosning (0,01 % #ggvita 16st 1 avjonat vatten), Vispa forst
dggvitan en kort stund och anvind direfter lite av den dggvita som
fortfarande dr flytande till referenslésningen.

kaninantiserum mot dggalbumin,

O O

nagon produktsomska undersikas, t.ex. brod, kokosboll, glass, socker-
kaka eller hamburgare. Préva dven att identifiera eventuellt inneh3ll
av dgg i fardiga pulvermixer av t.ex. sockerkaka, petit-chou,

eller véfflor.
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Provberedning

1 Homogeniseraca 5 g provi5 cm® vatten. Det kan behdvas nigot mer
vatten beroende pa den substans som ska undersékas.

2 Centrifugeradet homogeniserade proveti 15 minvid 6 000 rpm (eller
i 10 min vid 9 500 rpm).

3 Filtrera supernatanten genom ett filter ned i ett rent provror.

Gjutning av gel

Till en liten petriskal gir det it 5 cm?® agaroslsning och till ett objektglas
3,5 cm’,

4  Los agaros i Tris-buffert (masshalten agaros ska vara 1 %) under
uppvirmning och blanda forsiktigt sa att det inte bildas luftbubblor.
Mikrovagsugn kan anvindas, men agaroslésningen kokar mycket Fitt
over.

5 Latlosningen svalna till 60-80 °C.

6  Still petriskdlarna eller ligg objektglasen pd en jimn yta. Lyft av
locken pd skdlarna.

7 Hilldenvarma geleniskélarna eller pd objektglasen. Gelskiktet ska bli
2-3 mm tjockt. Ytspdnningen hindrar agarosldsningen fran att rinna
over kanten pa objektglaset.

8 Lat gelen stelna i ca 5-10 min.

Utstansning av brunnar samt paséttning av prov och antikroppar

9  Smad brunnar stansas ut i gelen genom att suga upp gelpluggen med
hjilp av pipett eller sugrér. Se till att brunnarna far jaimna och lodrita
sidor. Brunnarna ska bilda nagot av nedanstiende monster. (Det kan
vara ldmpligt att som trining forst stansa ut en eller ett par brunnar i
kanten av petriskilen eller objektglaset.)

Antikropp

Antikropp

Far kopieras © Forfattarna och Studentlitteratur
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10 Planera forsoket genom att rita en skiss 6ver brunnarna och vad som’
2 6 ska finnasibrunnarna. Gor ett mirke i kanten av gelskiktet for att veta
orienteringen. Mirk ocksa varje brunn pd undersidan av glaset med

%1 det nummer som dterfinns pa skissen.

3 11 Brunnarna fylls med ca 5-10 pl 16sning. Se till att de inte blir $ver-

- \/ fulla.

4 Fyll brunnarna enligt foljande:
® Brunnen i mitten fylls med antikroppar.
% me 7.13 Dubbeldiffusion och resultat med ® En av de yttre brunnarna fylls med referenslésning av dggvita
precipitationslinjer. | brunn nr 1 placeras anti- (positiv kontroll). ’

kroppar mot t.ex. dggalbumin.! brunnarna 2, 3
och 5 finns prover som innehéller antigen i form
av aggalbumin.| 6vriga brunnar saknas albumin. troll).

® En av de yttre brunnarna fylls med avjonat vatten (negativ kon-
) 8

* Ovriga brunnar fylls med olika provlésningar.

12 Sittlock pa petriskdlarna eller ligg objektglaseni en fuktkammare, sa
att gelen inte torkar ut.

13 Efter ett eller tvd dygn syns en utfillning i form av enlinje, dir antigen
ochantikropp méts. Tiden som dtgir innan linjerna syns, beror pd hur
langt ifrdn varandra som brunnarna ligger. Det brukar vara littare att
se de vita linjerna om skélarna eller objektglasen halls mot en mérk
bakgrund.

14 Gelerna kan férvaras i titslutande ldda i kylskdp under flera dygn for
avldsning vid senare tillfille.

FOI’dJU pn i ngsuppg ifter 1 Avenandra proteiner kan péavisas med denna metod. T.ex. kan olika
kottproteiner identifieras med hjilp av specifika antikroppar. Man
kan t.ex. testa om det dr oxkott eller kingurukétt i en hamburgare.,
OBS! Antikropparna méste vara anpassade till det som ska testas och
till metoden.

2 Tareda pd mer om:
® antigeners och antikroppars byggnad,
® antigen—antikropp-reaktioner,
® allergiska reaktioner i kroppen,
® anafylaktisk chock,

® Western blotting.
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Varfér knadar man degen?

Vid knadning av en deg bildar protein som kallas gluten ett elastiskt nitverk. Detta sega
ndtverk formér halla kvar den koldioxid som jdstsvamparna bildar vid sin amnesomsitt-
ning. (I forsdket nedan ir det vatteninga som ger volymdokningen.)

Utférande:

1. Blanda 1-2 matskedar vetemj6l med ungefir lika mycket vatten till en degklump.
2. Knéda degen med hinderna i 5 minuter.
3. Latdegen vilaica 5 minuter.

4. Tvitta degen forsiktigt under rinnande vatten. Tryck degen mellan fingrarna och lét
det som slammas upp i vattnet skoljas bort. Inga klumpar ska forsvinna endast 16sta
dmnen. Fortsitt tills aterstoden 4r en homogen seg massa av gluten utan vita partier.

5. I vanlig ugn (200 °C): Ligg glutenklumpen pé t.ex. bakplatspapper. Virm i ugnen ca
5-15 minuter.

I mikro: Ligg glutenklumpen pa t.ex. ett fat. Virm i mikron ca 2-3 minuter. Slick
belysningen i rummet och titta in genom ungsluckan under tiden. OBS! Virm inte for
linge si glutenklumpen blir svart!

Ursprunglig degklump Enbart gluten Samma  glutenklump

virmd i mikro.
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i 2. Tag ut kapillarréret ur det grona plastroret.

Testet skall nu genomforas inom 10 minuter.
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Test av antikroppar
mot gluten i blod

Testet FindOut Celiac Test ger mojlighet att uppticka antikroppar mot gluten i blod. Testet
kan inkopas pd apotek eller bestillas via Internet.

Nedan foljer introduktionen och instruktionen som medfoljer testet:

Celiaki ir en livsling sjukdom som orsakar kliniska symptom, t.ex. diarré, férstoppning,
vikeminskning, underniring och hudirritation. Celiaki orsakas av 6verkinslighet mot glu-
ten. Gluten ir ett protein i vete, rig och korn.

FindOut Celiac Test ir ett hemtest for pavisande av vivnadstransglutaminas antikroppar i
blod. Férekomst av dessa antikroppar tyder med stor sannolikhet pa celiaki. FindOut Ce-
liac Test kan anvinds som ett hjilpmedel i diagnosticeringen av celiaki och kan hjilpa till
att finna orsak for oklara symptom. Den slutliga diagnosen gors av likare.

Nivin av vivnadstransglutaminas antikroppar sjunker med glutenfri diet. Effekten kan ofta
observeras inom nagra veckor och inom 6 manader kan det vara si att antikroppar inte
lingre syns. Glutenfri diet ska dirfér paborjas forst efter likares ordinaiton. Det behovs
endast en droppe (10 pl) blod ur fingret for att utfora testet. Celiakitestet har 96% sikerhet.

SE INSTRUKTIONSFILM

TESTKITTET INNEHALLER:

| STERIL SERVETT H ,
1 TEST AN u i BEARTER |
95-035 Ozorkdw, Poland  C € 0344 g E
1 10 uL KAPILLARROR 4@ I BUFFER 0,5 ML

Férutom testet behover du en klocka for tidtagning.

FORBEREDELSER: 1 ) ~
Lids noggrant igenom bruksanvisningen innan du bérjar - @ )

testningen. ] [)ﬁ’
1. Forbered testet med att 6ppna buffern. ‘

3. Oppna pasen med rengdringsservetten.
4. Oppna foliepasen med testet och ta fram teststickan. 4 |
5. Oppna pasen med plastret. /\ ) L .
6. Ha engéngslansetten tillgédnglig. =

18
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' 2, fardig att anvindas.
é r ? Massera fingret som du skall anvinda for testet. Anvénd §

Placera roret i buffern och skruva pé locket. blandas med vétskan. ,_
8. 9. |_J Setillatt vitskan inte
=, kommer 6ver max- :

= ﬁ linjen pé teststickan. |

Undvik att spilla ut '

\ [ vitska. Ta upp stickan |

\ {f efter 5 minuter och lds !

i av resultatet, Test- '

Oppna locket pa bufferten och LU resultatet kan avldsas ;

Nationellt resurscentrum for
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SAHAR GORDU:

1. Ta bort den tunna bla skyddshylsan genom att vrida den 1/4 varv och
sen dra rakt ut. Den ir nu 2

ett finger ddr huden inte dr for tjock. Rengér fingertoppen
med den medf6ljande rengéringsservetten.

3. Sétt lansetten mot fingret och tryck av. Sticket kénns i princip inte alls.

N

4. Ta upp kapillarroret. 5. Satt roret mot bloddropper
% och fyll réret. / veh

6 7.

Vrid och vidnd pa buffern s att blodet

stoppa ner teststickan i tuben. efter 5-10 minuter.

10. Observera att ett positivt testresultat kan avldsas omedelbart efter att test- och kontroll-
linjerna har bildats, vilket i de det flesta fall gér inom 2 minuter. Om testresultatet dr mycket
blekt eller oklart efter 5 minuter, kan du vénta ytterligare 5 minuter och avlisa testet igen.
Resultatet skall dock avldsas inom 10 minuter,
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C € 0537

Patent: PCT/FI 02/00340

AVLASNING AV RESULTAT:

Tva roda linjer (test- och kontrollinje) indikerar
positivt testresultat. Testlinjen kan vara blek
eller stark.

En rod linje (kontrollinje) indikerar negativt
testresultat.

LIEm I TX

Om det inte bildats ndgon linje i kontroll-
fonstret efter utférandet av testet, kan resultatet
ej avladsas. Testet har antagligen skadats,
alternativt har inte instruktionerna f6ljts. Testet
maste géras om. Nytt test méste anviindas.
Positivt resultat:

Resultatet pavisar att det finns antikroppar mot
vivnadstransglutaminas i blodet. Testresultatet
tyder med stor sannolikhet pé celiaki. For att
sdkra diagnosen och for att fa vidare vérd ska
man kontakta ldkare.

Negativt resultat:

Resultatet pavisar att det inte finns antikroppar
mot vivnadstransglutaminas i blodet. Test-
resultatet tyder inte pa celiaki. Om magbesviren
fortsitter, ta kontakt med ldkare.

wl TILLVERKARE: FindOut Diagnostic AB, Tegelbruksvigen 6 SE-178 30 Ekerd, Sverige Fi dO
For ndrmare upplysningar ber vi Er vanligen ringa oss, tel: 08-564 121 50 eller @ Fin ut
skicka e-post till: contact@findout.se www.findout.se O

Nationellt resurscentrum for
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ATT OBSERVERA

OCH TESTBEGRANSNINGAR:

- Celiakitestet far anvéndas endast till och enligt det

syfte som stér i instruktionen.

- Om instruktionerna inte foljs noggrant, kan test-
resultaten bli felaktiga! Anvind testet och till-
behoéren endast en géng.

- Diagnosen skall inte enbart grunda sig pa test-
resultatet av FindOut Celiac Test. Den slutliga
diagnosen gor alltid en ldkare.

- Glutenfti diet ska pabérjas enbart efter likares
ordination!

- Anvind inte tester vars datum har gatt ut.

- Anvind inte testet om foliepasen har skadats.

- Anvind inte skadade tester eller tillbehor.

- Alla tillbehor &r endast avsedda for anviindning av

detta test. Tillbehoren far ej anvindas pa nytt.

- Allt testmaterial och tillbeh6r kan ldmnas i hus-

hallsavfallet.

- Bufferten innehdller 0,09 % natrium atsid. Undvik

hudkontakt. Far ej sviljas!

- Férvara FindOut Celiac Test odtkomligt f6r barn,

- FindOut Celiac Test dr mycket pélitligt. I ndgra fa

medicinska undantagsfall, som IgA-brist, kan testet
ge falska resultat. Om testresultatet inte #r enligt
forvintningarna, ta kontakt med likare,

O
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Finns det gluten |
glutenfri mat?

Den hir laborationen visar en metod for att analysera mycket smd minger gluten i livsmedel.
Det 4r en metod som utnyttjar fsrmagan hos en antikropp att mycket specifikt binda till en
antigen, i det hir fallet proteinet gliadin som ingér i gluten. Vi vill besvara frigorna:

*  Hur kan vi detektera gluten?
*  Vilka olika slag av livsmedel kan innehalla gluten?
»  Ar glutenfria livsmedel verkligen glutenfria?

*  Hur kan vi koppla undersékningarna av gluteninnehill till medicinska problem med
glutenintolerans?

Bakgrund

Gluten finns i sidesslagen vete, rig och korn. Det bestar till lika delar av prolaminer som ir
16sliga i alkohol (gliadin hos vete, sekalin hos rig och hordein hos korn) och gluteniner som
ar 16sliga i alkali. Man riknar med att gliadin motsvarar 50% av totala gluteninnehallet.
Gluten skadar tarmen hos patienter som lider av sjukdomen celiaki och kosten for dessa pa-
tienter maste vara glutenfri. Havre kan ingi i kosten for de flesta som ir glutenintoleranta.
Havreproteinet avenin har en annan aminosyrasekvens 4n de proteiner som orsakar besvir.

Produkter som passar for personer med glutenintolerans ir dels produkter baserade pé ve-
testirkelse, ddr man si lingt det 4r mojligt tagit bort protein, dels produkter baserade pa
exempelvis majs, ris, hirs och bovete.

Det ELISA-test som vi anvinder ir frstavalsmetod for analys av gluten i livsmedel. Den
kan anvindas pa bade ravaror och upphettade produkter.

For extraktion av gluten anvinds en sirskild extraktionslésning och vid analys av produkter
som innehdller kakao tillsitts skummjélkspulver till provet fére extraktion. Tanniner (poly-
fenoler i kakao) stér annars mitmetoden.

Metodens detektionsgrins dr 1,5 ppm gliadin, vilket motsvarar 3 ppm gluten. Det gluten-
liknande proteinet i havre (avenin) detekteras inte med metoden, inte heller majs och hirs.

Princip
Metoden ir en direkt sandwich EIA (enzyme immuno assay), baserad pi en monoklonal

antikropp (R5) riktad mot den toxiska epitopen QQPFP i sekalin. Epitopen finns dven
repeterande i a-gliadin, w-gliadin och i hordein.

Den primira antikroppen sitter fistad i botten pa en mikrotiterplatta och fingar in gliadi-
ner och motsvarande proteiner frin rig och korn i provet. Ett antigen-antikroppskomplex
bildas. Efter inkubation och tvitt tillsitts en peroxidasmirkt sekundir antikropp. Denna
antikropp 4r samma antikropp som den primira. Den peroxidasmirkta antikroppen binder
till det bundna gliadin-antikroppskomplexet.
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I nista steg tillsdtts ett substrat (urea/viteperoxid) for enzymet samt en kromogen (TMB)
vilket leder till att en bla firg utvecklas.

Efter tillsats av stopplosning dvergir den bla firgen till gult. Firgens intensitet, som kvan-
tifieras genom mitning i en spektrofotometer vid viglingden 450 nm ir proportionell mot
mingden gliadin i provet.

Gliadinkoncentrationen i provet beriknas med hjilp av en standardkurva dir olika kon-
centrationer av gliadin avsatts mot absorbansen. Glutenhalten i provet beriknas genom att
50% av gluteninnehéllet antas utgoras av gliadin.

Testkit, 16sningar och utrustning

Testkitet innehaller en 96-héls mikrotiterplatta (12 strips med 8 brunnar var). Brunnarna
ir tickta av med monoklonala antikroppar (R5). Kitet innehéller alla reagens utom extrak-
tionsbuffert, 2-propanol och mjolkpulver. Kitet forvaras i kylskap (+2 °C — 8°C). Extrak-
tionslosningen forvaras i rumstemperatur. Nir testet genomfors ska alla komponenter hélla
rumstemperatur.

Vatten: Anvind vatten som renats med jonbytare och har minst resistiviteten 18 MQ.

Extraktionsbuffert (kips separat): Extraktion av alla prover har gjorts i forvig. Beskrivning av
utforandet ingir i originalbeskrivningen, men tas inte upp hir.

Tvittbuffert for tvitt av mikrotiterplattans brunnar: Spidning av den koncentrerade buffer-
ten har gjorts i forvig (hallbar 1 ménad vid forvaring i kylskap). Eventuella kristaller 16ses
genom att bufferten placeras vattenbad 37°C. (Spadning 1:10 med avjonat vatten.)

Sample diluent (spidningsbuffert for spidning av provextrakt): Den koncentrerade spidnings-
bufferten spids 5 ginger genom att ta en del spidningsbuffert och 4 delar vatten.

Referensprov: Provet innehdller ca 10 ppm gliadin. Det behandlas pa samma sitt som pro-
verna.

Gliadinstandarder: 1 testkitet ingdr 6 standardlésningar med 0 ppb, 5 ppb, 10 ppb, 20 ppb,
40 ppb, och 80 ppb gliadin i l6sning. Lsningarna ska inte spiadas.

Konjugat: Konjugatet bestir av peroxidaskonjugerade antigliadin antikroppar. Losningen
spads med vatten i forhallandet 1 del konjugat och 10 delar avjonat vatten (1:11). For 3
strips spids 300 pl konjugat med 3 ml vatten.

Substratlosning: Losningen innehaller urea/viteperoxid. Ingen spidnings ska goras.

Kromogenlosning: Losningen bestir av TMB (tetrametylbenzidin). Ingen spidnings ska go-
ras.

Stopplisning: Losningen innehaller svavelsyra (1N), fritande, undvik kontakt med hud.
Ingen spidnings ska goras.

Utrustning:

*  Vortexmixer

*  Virmeskap eller vattenbad, 50°C

*  Centrifug, for 15 ml eller eppendorfrér, minst 2500 rpm
*  Falconrér med skruvlock

*  Eppendorfror

*  Automatpipetter, 50-1000 pl, 5 ml, 10 ml

*  Mikrotiterplattlisare med ett filter for avldsning vid 450 nm

22

Nationellt resurscentrum fér biologi och bioteknik
Bioresursdagar 16-17 november 2015
Far fritt kopieras i icke-kommersiellt syfte om kéllan anges.



Nationellt resurscentrum for
biologi och bioteknik

Beredning av provextrakt

1. Alla redskap som exempelvis mortlar, glasbagare och spatlar maste rengoras noggrant
mellan varje prov och efter avslutad provberedning fér att undvika kontamination.

2. Sdtt pa virmeinkubatorn med skakfunktion, 60 + 5°C.

3. Mirk ett 15 mL Falconrér for varje livsmedel, samt ytterligare ett for positiv kontroll
(referensprov).

4. Homogenisera minst 5 g eller 5 ml av livsmedelsproverna genom att exempelvis mortla
och blanda si att ett homogent material erhalls med si sma partiklar som mojligt.

Arbeta i dragskdp och med handskar:

*  Prover i vitskeform: Blanda 0,25 ml av det homogeniserade provet + 2,5 ml av extrak-
tionsldsningen (vortexa).

*  Andra livsmedelsprover: 0,25 g av det homogeniserade provet + 2,5 ml av extraktions-
bufferten blandas (vortexa).

* Livsmedel med soja, hirs, quinoa, bovete och choklad/kakao, kaffe, kastanj och kryd-
dor: 0,25 g av det homogeniserade provet + 0,25 g mj6lkpulver + 2,5 ml av extraktions-
bufferten blandas (vortexa).

*  Kb&tt och korv: En storre mingd, 50 g, homogeniseras eftersom gliadinet kan vara
ojimnt fordelat. Vig upp 0,25 g homogeniserat prov och blanda med 2,5 ml extrak-
tionsbuffert (vortexa).

Inkubera proverna 15 min i 60°C under skakning.

6. Lat proverna svalna och tillsitt sedan 7,5 ml 68% 2-propanol. (Spidning: 68 ml
2-propanol + 32 ml destillerat vatten).

7. Inkubera proverna i 10 minuter 1 timme i vattenbad vid 60°C.

8. Centrifugera proverna vid 2500 rpm i 10 min vid rumstemperatur och eller filtrera ex-
traktet. Alternativt kan 2 ml av extraktet centrifugeras med hog hastighet i 10 minuter
i en mikrocentrifug.

Centrifugeringen kan ocksa goras tva ginger for att forsikra sig om att partiklar centru-
fugerats ner. Overfor i sa fall supernatanten fran forsta centrifugeringen till nya Falcon-
161 och réren vid 2500 rpm i 10 min vid rumstemperatur.

9. Hill supernatanten i rér med skruvlock.

10. Provextrakten (spiadda 1:40) kan efter centrifugering forvaras i morker och i rumstem-
peratur upp till 4 veckor. Extrakten far inte forvaras i kylskap, da faller glutenprotei-
nerna ut.

pre-ELISA

Ta ut ELISA-kitet fran kylen och lit samtliga komponenter bli rumstempererade fore an-
vindning.

Provextrakten och referensprovet maste spidas ytterligare minst 1:12,5 ggr fére ELISA ana-
lysen annars stér kemikalierna i extraktionsbufferten immunoassayen. Dessa spids med
sample diluent som i sin tur maste spidas (1:5) forst. Se nedan.

Spédning av sample diluent:

Spid den koncentrerade sample diluent 5 gdnger genom att ta 1 del spadningsbuffert och
4 delar avjonat vatten. (Ex: 10 ml sample diluent + 40 ml avjonat vatten. Gor bara den
mingd, som dtgir vid analystillfillet.)
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Spédning av prov och referens (1:12,5):

100 pL av provextrakeet spids med 1150 pL av den spidda sample diluent (1:5). Den totala
spadningen blir da 500 ginger. (Om ytterligare spidningar behover goras anvinds extrak-
ten (spidda 1:500) och spids med lika sample diluent i seriespadning.)

ELISA - Utforande

1. Ta ut det antal mikrotiterbrunnar som behévs till analysen.
2. Tillsite till mikrotiterbrunnarna:

a. Pipettera 100 pL av vardera av gliadin standarderna (1 — 6) till resp. brunn enligt
ELISA-mallen. Dessa anvinds for konstruktion av standardkurvan.

b. Pipettera 100 pL av de utspidda provextrakten samt det utspadda referensprovet till
respektive brunn enligt ELISA mallen.

3. Tdck mikrotiterbrunnarna med aluminiumfolie och inkubera plattan i rumstempera-
tur i 30 min. Skaka inte.

4. 'Tém brunnarna genom att vinda plattan upp och ner pd ett mjukt underlag av pap-
pershanddukar. Sli plattan forsiktigt mot underlaget tills brunnarna tomes. Skolj
brunnarna 5 ggr med den spidda tvittbufferten och tom vitskan mellan varje ging pa
samma sitt som ovan. Se till att brunnarna har tdmts helt nir skéljningen ir avslutad.

5. Tillsitt 100 pL av den spidda konjugatldsning till samtliga brunnar. Blanda f6rsik-
tigt med en cirkulerande rérelse. Téck brunnarna med aluminiumfolie och inkubera i
rumstemperatur 30 min.

6. Toém brunnarna och skélj 5 ggr med den spidda tvittbufferten pé samma sitt som
ovan.

7. Tillsitt 50 pL substratldsning och 50 pL kromogenlésning per brunn. (De bada 16s-
ningarna blandas strax fore tillsittningen och 100 pL av blandningen sitts till varje
brunn). Blanda f6rsiktigt genom en cirkulerande rorelse. Tack plattan med aluminium
folie och inkubera i rumstemperatur i 30 min.

8. Stoppa reaktionen genom att tillsdtta 100 YL stopplésning till alla brunnarna. Firgen
i brunnarna 6vergar da fran blate till gult. Blanda forsiktigt genom en cirkulerande r6-
relse och avlis sedan absorbansen vid 450 nm. Avlisningen bor ske inom 30 min efter
det att stopplosningen tillsats.
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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)

T T MmO N|®|>

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

182 B  Helix -~ laborationsparm

= 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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