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ZKOUSENI SADBY A ODRUD BRAMBOR NA PRITOMNOST
VIRU METODOU ELISA

1 Ugel a rozsah

Postup specifikuje podminky zkouseni sadby a odriid brambor na ptitomnost bramborovych
virt. Jedna se o svinutku listovou (leafroll virus, LR), virus Y, X, A, M a S.

Metodika popisuje obecné zasady péstovani rostlin z bramborovych hliz ve skleniku a postup
pro laboratorni zkousku.

2 Princip

Postup je zalozen na tzv. ELISA metod¢ (enzyme-linked immunosorbent assays) vyuzivajici
specifické reakce antigen — protilatka, pficemz antigenem je virus. V piipadé piitomnosti viru
ve §tave rostliny bramborové naté, kterd se testuje, dojde k jeho navazani na protilatku
konjugovanou enzymem alkalickou fosfatizou a po nasledné aplikaci substratu 4-
nitrofenylfosfat k uvolnéni zlutého 4-nitrofenolu. Detekci je mozné provést vizudlné nebo
spektrofotometricky pii 405 nm. Jestlize virus neni pfitomen, nedojde k vazbé antigen-
protilatka a tudiz ani k barevné reakci.

3 Chemikalie
Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Protilatky pro jednotlivé viry, imunoglobulin (IgG a IgG-konjugét) pro imunoanalyzu
(vyrobce Bioreba, Prime Diagnostics, Roche, Adgen, Adgia, Sanofi, Boehringer atd.).
Protilatky se fedi podle navodu vyrobce.

2 Dezinfekéni roztok.

Pouziva se pro dezinfekci nadob, nastroja, rukavic, hliz, obalti, stol, odpadnich vod
apod., pii testovani karanténnich bakterioz a vysadbé ve skleniku. Podle okolnosti
se voli nékteré z téchto Cinidel, ptipadné i dalsi s podobnym ucinkem:

manganistan draselny €. nebo p. a., KMnOg, 0,1% vodny roztok,

etylalkohol, CH3CH>0OH, (70 — 80)% vodny roztok,

chloramin, fedi se podle pokynii vyrobce,

Sekusept, fedi se podle pokyni vyrobce,

Ajatin, fedi se podle pokynti vyrobce,

Savo, fedi se podle pokynt vyrobce.
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Zasobni roztok kyseliny giberelové.

Pouziva se pro pfipravu pracovniho roztoku A (4).
Technicka kyselina giberelovd (GA3) 0,5¢g
Metanol 10 ml.

Ptiprava: V kadince se v 10 ml metanolu rozpusti 0,5g kyseliny giberelové a dokonale
se rozmichd. Skladuje se v chladnicce.

Pracovni roztok A kyseliny giberelové.

Pouziva se pro pfipravu pracovniho roztoku B (5).

Zasobni roztok (3) 1 ml

Piiprava: Do 1000ml odmérné banky se pipetuje 1 ml zdsobniho roztoku kyseliny
giberelové (3) a vodou (15) se doplni po znacku. Ptipravuje se vzdy Cerstvy.

Pracovni roztok B kyseliny giberelové.

Pouziva se k naméaceni vykrajenych tizkli pro preruseni dormance, pfipravuje se vzdy
cerstvy. Pro namaceni fizkli se mize pouzit tfikrat po sobé, pak se pfipravi Cerstvy.

Pracovni roztok A (4), (10 — 100) ml/l, v zavislosti na velikosti klicku.
Koncentrovangjsi roztok se pouziva v obdobi po sklizni, mén¢ koncentrovany v jarnich
meésicich v obdobi rostouci enzymové aktivity hlizy.

Ptiprava: Do 1000ml kéadinky se pipetuje nebo pomoci odmérného valce odméii
potifebné mnozstvi pracovniho roztoku A (4) a doplni do 1 litru vodou (15) a promicha.

Rindit. Pouzivé se k pferuseni vegetacniho klidu brambor misto kyseliny giberelové.
Je zdravi Skodlivy.

Ptiprava: Do 1000ml  odmérné banky se odméfi 636 ml etylenchlorhydrinu
technického, 273 ml dichloretanu technického a 91 ml tetrachlormetanu technického.
POZOR! Jednotlivé chemikalie i roztok jsou zdravi Skodlivé.

Potahovaci pufr (Coating Buffer).

Pouziva se k ,,potahovani‘ mikrotitra¢nich desti¢ek specifickym IgG. POZOR! Obsahuje
velmi toxicky azid sodny. Skladuje se v chladni¢ce (1 — 2) mésice.

Ptiprava: 1,59 g uhli¢itanu sodného Na,COs3, 2,93 g hydrogenuhli¢itanu sodného
NaHCOs a 0,2 g azidu sodného NaNj3 se rozpusti v kadince asi ve 100 ml vody (15).
Po tplném rozpusténi a dokonalém rozmichéani se kvantitativné ptevedou do 1000ml
odmérné banky a doplni po znacku vodou (15), upravi se pH na 9,6 pomoci 3 mol/l
roztoku NaOH nebo koncentrované HCI.

Zasobni roztok pro piipravu pufri, PBS.

Pouziva se k pfipravé vymyvaciho, extrakéniho a konjugatového pufru. POZOR!
Obsahuje velmi toxicky azid sodny. Skladuje se v chladni¢ce (1 — 2) mésice. Jedné se
o zna¢n¢ nasyceny roztok, obtizné se rozpousti, v chladni¢ce mtze dojit k rekrystalizaci.
Pomiize mirné zahtati a intenzivni michani.
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Ptiprava: 80 g chloridu sodného NaCl, 2 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného KH>POs,
11,5 g hydrogenfosforecnanu sodného NaxHPOs, 2 g chloridu draselného KCl a 2 g
azidu sodného NaN3 se rozpusti se v 1000ml kadince asi v 900ml vody (15). Po uplném
rozpu$téni a dokonalém rozmichani se kvantitativné pievedou do 1000ml odmérné
banky a doplni po znacku vodou (15).

Vymyvaci pufr (Washing Buffer).

Pouziva se k vymyvani mikrotitratnich desticek po inkubaci potahovaciho roztoku,
extraktu a konjugdtu. POZOR! Obsahuje velmi toxicky azid sodny. Skladuje se
v chladnicce (1 — 2) mésice.

Ptiprava: Do 1000ml kadinky se odméii pomoci pipety nebo odmérného valce 100 ml
PBS zésobniho (8) a 0,5 ml Tweenu 20, promiché a doplni vodou (15) do 1 litru.

Extrakéni pufr zakladni.

Pouziva se k extrakci antigenu z rostlinnych pletiv nebo k fedéni vylisované bunécné
Stavy. Dojde-li v priibéhu skladovani k zakaleni, ddle se nepouziva.

Ptiprava: Do 1000ml kadinky se odméfti pipetou 100 ml PBS zasobniho (8) a 0,5 ml
Tweenu 20, pfida se 20 g PVP (Polyvinylpyrrolidone, MW 24000) rozpusti se v asi 900
ml vody (15), po uplném rozpusténi a dokonalém rozmichani se kvantitativné prevede
do 1000ml odmérné banky a doplni po znacku vodou (15). pH se upravi na 7,4 pomoci
3M roztoku NaOH nebo koncentrované HCI.

Konjugatovy puft.

Pouziva se kiedéni konjugované specifické protilaitky. POZOR! Obsahuje velmi
toxicky azid sodny. V piipadé€ vyskytu zdkalu béhem skladovéni se dale nesmi pouzivat.

Ptiprava: Do 1000ml kadinky se odméfti pipetou 100 ml PBS zasobniho (8) a 0,5 ml
Tweenu 20, pfida se 20 g PVP, 2 g BSA a 0,2 g MgCl» . 6 H:O, rozpusti asi v 900 ml
vody (15), po uplném rozpusténi a dokonalém rozmichdni se kvantitativné prevede
do 1000ml odmérné baniky a doplni po znacku vodou (15). Upravi se pH na 7,4 pomoci
3 mol/l roztoku NaOH nebo koncentrované HCI.

Substratovy puft.

Pouziva se k fedéni p-nitrofenyl fosfatu. POZOR! Obsahuje velmi toxicky azid sodny.
Skladuje se v chladnicce (1 — 2) mésice.

Ptiprava: Do 1000ml kadinky se odméti odmérnym vélcem 97 ml diethanolaminu, min.
99%, HN(CH2CH20H)., rozpusti asi v 900 ml vody (15) a pfida se 0.2g azidu sodného
NaNj3, rozmicha a kvantitativné pievede do 1000ml odmérné bariky, doplni po znacku
koncentrovanou HCI (16) se upravi pH na 9,8.

p-nitrofenyl fosfat, disodna sil, hexahydrat (PNPP) pro enzymovou imunologii, min
98%, 1 g/1.

Ptiprava: Bezprostiedné pfed pouzitim se 1 g PNPP dokonale rozpusti v 1000 ml
substratového pufru (12). Tento roztok se piipravuje vzdy Cerstvy.
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14  Roztok pro zastaveni reakce, NaOH, c= 120 g/I .

Ptiprava: V 1000ml kadince nebo odmérné barice se asi ve 400 ml vody (15) rozpusti
120 g NaOH, rozpusti se a po vytemperovani doplni po znacku.

15  Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).
16  Kyselina chlorovodikova, HCI, koncentrovana
Poznamky

1 Rindit obsahuje potencialni karcinogen dichloretan.

2 PNPP je teplo a svetlocitliva latka. Pri pripravé pufru je treba vyrazné omezit viiv
svetla. Je nezbytné ji uchovavat vitmavé nebo pro svétlo nepropustné ndadobe.
Pri aplikaci je pak nevyhnutelné ji chranit pred primym slunecnim svétlem.

4  Pristroje a pomiicky

1 Lis na rostliny.

Promyvacka mikrodesticek.
Spektrofotometr pro ¢teni mikrodesticek.
pH metr.

Chladnicka.

Mrazici box.

Biologicky termostat.

Mikropipeta 8-kanalova, (50 — 200) ul a Spicky.

O o0 N N W kW

Mikropipeta 1-kanalova a Spicky.

—
()

Davkovac roztoku.

—
—

Sterilni, polystyrenové mikrotitracni desticky - 96 jamek, vicka (nejlépe plastova)
na mikrotitra¢ni desti¢ky, mikrozkumavky (nejlépe plastové).

12 Vykrajovaci ptlkulovitd 1zicka

13 Analytické vahy s pfesnosti nejméné 0,001 g.
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5 Postup
5.1 Vzorek

Jako vzorky pro testovani jsou v zévislosti na ro¢ni dobé pouzivany hlizy nebo nat’ brambor.
Hlizy nesméji byt poSkozeny, museji byt bez znamek plisné a hniloby. Nat’ nesmi byt vyrazné
seschla a zazloutld a musi byt bez pritomnosti plisn¢.

Zkusebni vzorek pro poskliziiovou zkousku musi mit minimalné 110 hliz, pro revizni zkousku
ma vzdy 2 ¢asti po 110 hlizach.

Vzorek ve formé hliz se umisti do skladu s vhodnymi podminkami pro skladovani brambor
(stala nizka teplota, vlhkost vzduchu, vétrani, tma, eliminace Skidct), kde miize byt ulozen
maximalné po dobu trvani vegetacnich schopnosti hlizy. Je vhodnéj$i ho zpracovat dfive,
s ohledem na stav obdrzenych hliz a jejich vysychani nebo ihned po doruceni. Vzorky
ve formé naté se zpracovavaji ihned po doruceni.

Se vzorky se manipuluje Setrné, aby nedoslo k poSkozeni hliz.

5.2 Pracovni postup

5.2.1 Poskliznova zkouska — sklenikova ¢ast
Péstebni substrat

Pouziva se koupeny substrat napt. RaSelina Sobéslav a.s., ktery je namichany ze 3 dila
raSeliny a 1 dilu fi¢niho pisku, s pfidavkem mletého vapence, aby pH substratu bylo 5,9
az 6,2.

Poznamky

3 Substrat je mozno recyklovat. Recyklace substratu: Po vyvezeni pouzitého substratu
ze skleniku se kompostuje po dobu 2 let. Takto vznikly kompost se pak misi s novou
raselinou v pomeru (1 : 1) m/m, na polovinu se snizi pridavek pisku a vapence.
Namichana smés se nechda min. 5 tydnii ulezet. Poté se dezinfikuje proparenim horkou
parou min. 3 h. Propareny substrat se pred pouZitim nechd uleZet min. 5 tydnii.
Skladovani je mozné na volném prostranstvi. Pred vysadbou je nutno nechat substrat
vytemperovat min. na 15 °C.

Vykrajovani fizki z hliz pro vysadbu

Na hlize se najde vhodné ofko co nejblize jeji korunce, vydesinfikovanou specialni
pulkulovitou 1zi€¢kou se vykroji ocko s co nejvétsim segmentem duziny asi (2 X 2) cm.
Po kazdém takto vykrojeném fizku se vykrajovaci 1zicka namoc¢i do desinfekéniho roztoku
(2), ktery se méni po vykrojeni maximalné dvou vzorki. Vykrajuji se jen zdrava ocka, pokud
je na fezu naznak hniloby, fizek se vytadi a vykroji novy, podle okolnosti z té¢ samé nebo jiné
hlizy vzorku.
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PreruSeni vegeta¢niho klidu (dormance)

Pro pteruSeni vegetacniho klidu hlizy se pouziva pracovni roztok B kyseliny giberelové (5),
koncentrovanéjsi se pouziva po sklizni a u odrid s tuhou dormanci, méné¢ koncentrovany
v jarnich mésicich. Giberelin se nesmi aplikovat na nakli¢ené hlizy, poskozuje klicky
a je ucinny pouze na Cerstvém fezu, ne pies slupku nebo zaschly fez.

Cerstvé vykrojené fizky v nekovové misce se zaliji na (10 — 15) min pracovnim roztokem B
kyseliny giberelové (5), pak se vyjmou,ulozi na vhodnou podlozku a do druhého dne nechaji
okapat a oschnout. Roztok (5) Ize pouzit maximalné ttikrat, pak je nutno pfipravit Cerstvy.
Za podminky vylouc¢eni moznych zdravotni rizik, je mozno k pieruseni dormance pouzit
preparaci v parach rinditu (6):

Do vzduchotésného prostoru (dobie uzavieny sud, igelitovy pytel, komora apod.) se umisti
velka ploch4 nadoba s rinditem a nad ni hlizy tak, aby nepfisly do styku s tekutinou, ale jen
s parami rinditu. Davka rinditu je pfi zcela naplnéném prostoru (0,5 — 1) ml/1 kg hliz, teplota
pfi preparaci kolem 24 °C, doba (24 — 48) h podle stupné dormance hliz (brzy po sklizni
je doba preparace delsi) a odridy. Pfed dal$i manipulaci s hlizami je nezbytné pary rinditu
dokonale odvétrat. Preparované hlizy se naklicuji v zatemnélé¢ mistnosti pii relativni vlhkosti
vzduchu nad 90 % a pfi teploté (20 — 24) °C.

V podzimni etapé zkousek se maceji vSechny vzorky, jestlize jiz zfeteln€ neklici, v jarni etapé
jen odrady s tuhou dormanci, pokud jiz ztetelné neklici.

Vysadba rizki

Na stoly ve skleniku se polozi pas plastové folie a zahne se tak, aby se vytvoftila ,,vana®.
Na folii se naveze substrat a rozhrne podle vySky okraji stold na vysku vrstvy minimalné
4 cm. Na vrstvu substratu se ptilozi Sablona o velikosti sponu minimalné (4,5 x 4,5) cm.
Kazdy tizek se lehkym tlakem prstli zamackne ockem vzhtiru do stiedu oka Sablony a zasype
vrstvou substratu vysokou (2 — 3) cm, ktera se urovna podle vysky okraje stolu, Sablona
se pak odstrani. Rizky s naznakem hniloby se vyfadi a zlikviduji. Mezi dvéma vzorky
se musi vynechat min. 5 cm a vzorky oznacit zapichnutou jmenovkou s eviden¢nim cislem.
Udaje o vysadbé (datum vysadby, poéet a &isla vzorkil) je nutné zaznamenavat.

Substrat se navazi na stoly kratce pfed vysadbou nebo jiz rozvrstveny substrat se pribézné
zavlazuje, jinak pfeschne a po vysadbé Spatné pfijima vodu, je-li substrat na skladce zmrzly
musi se pred vysadbou nechat rozmrznout a nechat vytemperovat na min. 15 °C.

Osetirovani vysazenych vzorku

Teplota ve skleniku udrzuje v rozmezi (12 — 20) °C, za slunecného pocasi muze byt teplota
vys$$i nez 20 °C, v prabéhu kliceni a vzchéazeni je tieba podle mozZnosti teplotu udrzovat
na optiméalnich (20 — 22) °C ve dne a (18 — 20) °C v noci. Jsou-li rostliny vzeslé, je vhodné
snizit teplotu podle moznosti na optimalnich (18 — 20) °C ve dne a 15 °C v noci.

Prvni zélivka se provede 2 dny po vysadbé, musi byt vydatna a opakovand, jinak dojde
ke zpozdéni vzchazeni. Je nutné rovnomérné provlhcit celou vysku vrstvy substratu. Dale
se zaléva, kdyZ osycha povrch substratu, prvni dny lze zalévat postiikem, pozdé&ji s nartistem
listh podmokem jen mezi rostliny, aby voda nepftiSla na listy rostlin. Zalévaji se i vzorky
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ostiithané pro laboratorni zkouSku, dokud se neoznaci jako vzorek uréeny k likvidaci.
Pti niz8ich teplotach se zaléva méné, pti vysSich teplotach se vétra a stini.

Objevi-li se na povrchu substratu povlak plisné€, oSetfi se vhodnym fungicidem. Pii vyskytu
hmyzich $kiidct se oSetfuje pesticidy jen v ptipadé, ze je rostliny tieba uchovat pro pozdéjsi
opakovanou zkousku.

Nedostatek tepla a nadbytek vldhy zvySuje riziko hnilobnych procest, vysoka teplota
a nadbytek vlahy riziko rozvoje plisné bramborové.

5.2.2 Poskliziiova zkouska - laboratorni ¢ast
Piiprava roztoki, evidence a ovéreni u¢innosti protilatek
Pro imunoanalytickou zkousku metodou ELISA se uzivaji tyto roztoky:

potahovaci pufr (7), pH 9,6,
pufr zasobni (PBS) (8),
vymyvaci puft (9),

extrakéni pufr (10), pH 7,4,
konjugatovy pufr (11), pH 7.4,
substratovy pufr (12), pH 9,8.

Pufry lze skladovat (1 — 2) mésice v zakryté nadobé pti (4 — 8) °C. Pted pouzitim se pufry
vytemperuji na pokojovou teplotu. Zakaleny pufr jiz nelze pouzit.

Kazd4 nova dodavka protildtek se zaeviduje s uvedenim druhu, vyrobce, Sarze, mnozstvi,
fedéni a expiracni doby a pribézné se odepisuji spotiebovana baleni protilatek a sleduje jejich
expiracni doba. Ta plati pro nenacatd baleni, je proto vhodné ho po otevieni co nejdiive
spotiebovat.

U kazdé nové dodavky nebo po delsi prestdvce ve zkouseni nebo po ubéhnuti expira¢ni doby
je nutno ovéfit ucinnost protilatek (pozitivni kontrolou).

Potahovani a skladovani mikrotitra¢nich desti¢ek

Mikrotitracni desticky se po vyjmuti z obalu oznac¢i zkratkou viru a datem potahovani.
Ptipravi se potahovaci roztok (7) s pfislusnou protilatkou IgG, jejiz koncentrace je uvedena
v pokynech vyrobce, 10 ml na 1 mikrodesticku. Je mozno testovat soucasn¢ vice viri na jedné
mikrotitraéni desti¢ce. V tom ptipadé se rozpusti v potahovacim pufru (7) vice druhil
protilatek IgG, v mnozstvi odpovidajicim zkouSeni jednoho viru samostatné a opét
v koncentraci danou vyrobcem protilatky.

Roztokem potahovaciho pufru s IgG se naplni jamky mikrotitracni desticky, vzdy (0,100 —
0,200) ml na 1 jamku, pak se zakryji a inkubuji 4 h v termostatu pti (30 = 1) °C nebo pies noc
v chladnicce pti (4 — 8) °C. Inkubaci v chladnicce 1ze prodlouzit na vice dni, pokud se zabrani
odpafovani roztoku z jamek (G€inné zakryti). Pfi tomto zplisobu lze pfedpokladat G€inné;jsi
navazani IgG. Po inkubaci se desticky vymyji zptisobem uvedenym v kapitole ,,Vymyvani
mikrodesticek* (3 cykly).
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Po vymyti se desticky mohou ihned pouzivat nebo po oschnuti ulozit dobie zakryté
k pozd&jsimu pouziti do mraziciho boxu (~15 az —20 ‘C). Zabalené v mikroténovém sacku je
lze v mrazicim boxu skladovat az 6 mésict.

Poznamky

4 Pred ulozenim potazenych desticek do mraziciho boxu se do jamky pro pozitivni
kontrolu miize aplikovat pozitivni kontrola prislusného viru. Bézné se pozitivni kontrola
prislusného viru aplikuje soucasné se vzorky. Jednou rozmrazend desticka se jiz znovu
nezmrazuje.

Vymyvani mikrodesti¢ek

Vymyvani se provadi vzdy po inkubaci potahovaciho roztoku (3 cykly), extraktu (3 cykly)
aroztoku konjugatu (4 cykly). Predchozi roztok se odstrani odsatim nebo energickym
vyklepnutim. Vymyvéani je vhodné provadét na promyvacce s odsavanim.

Zasobni lahev se naplni vymyvacim pufrem (9) nebo vodou (15) s Tweenem, ptistroj se uvede
do chodu a nastavi potfebny objem plnéni. Pfed vlastnim vymyvanim je nutné proplachnout
cely systém pfistroje a pak jej dokonale naplnit vymyvacim pufrem (9), pufrem se také naplni
az po okraj jamky na mikrodestiCkach. Vymyvaci cyklus se opakuje tolikrat, kolikrat
je predepsano, viz vysSe. Béhem prace je dilezita kontrola spravného plnéni a odsavani,
v piipadé potteby se procisti kanalky. Po kazdém pouziti se musi pfistroj dikladné
proplachnout vodou (15).

Vymyvani bez promyvacky lze pouzit po provéfeni, ze nedochéazi ke zhorSeni kvality testu,
promyva se vodou (15) s Tweenem. VSechny jamky se naplni mirnym proudem stfiCkou
po okraj a energickym tifepnutim se vyprazdni. Tento cyklus se opakuje tolikrat, kolikrat
je predepsano, viz vyse. Opét je tieba dbat na to, aby se v kazdém cyklu skutecné naplnila
a vyprazdnila kazdd jamka (kontrolovat zejména jamky v rozich mikrodesticky). Riizné
postupy vymyvani Ize kombinovat (pozn. 5).

Po skonceni vymyvani se zbytky promyvaciho pufru dikladné vyklepou do ¢istého savého
materialu a bez vétsiho prodleni aplikuje dalsi roztok.

Poznamky
5 Prilis intenzivni vymyvani muze odstranit komplexy navazané na sténach jamek a snizit
ucinnost testu.
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Odbér vzorki rostlin pro laboratorni test

Je-li to mozné, vzorky je vhodné odebirat v potadi, vjakém byly vysazeny. Piedem
se posoudi, zda jsou rostliny dostatecné vzrostlé pro laboratorni zkousku, pfi¢emz nesmé¢ji byt
mladsi nez 4 tydny od vysadby. Déle se posoudi, zda je pocet vzeslych rostlin pro zkousku
dostatecny. Pro test celého vzorku se odebira 92 rostlin. Minimalni pfipustné pocty, pokud
vzeslo méné rostlin, jsou pro test celého vzorku tyto:
pro 1 vzoreka 1dil celkem 70 rostlin

2 dily celkem 130 rostlin

3 dily celkem 180 rostlin

4 dily celkem 220 rostlin

5dild celkem 250 rostlin

6 dila celkem 300 rostlin  a déle vzdy 50 rostlin na 1 dil.
Pokud je pfedepsano testovani jen 45 rostlin na dil, nesmi byt pocet odebranych rostlin nikdy
nizsi.
Rostliny se odebiraji do vhodnych nadob, do kazdé¢ jeden vzorek. Z kazdé rostliny
se odstfihne olisténa ¢ast stonku. Vzeslo-li z jednoho ocka vice stonkt, odebere se jen jeden
z nich. Odebiraji se vSechny rostliny, pokud jsou alespoii tak velké, aby bylo mozné z nich
bezpecné ziskat potiebné mnozstvi §téavy. Béhem trhani se nevybiraji zdravé nebo naopak
nemocné rostliny. Pocty odebranych rostlin se poznamenaji a bez prodleni dodaji k dal§imu
zpracovani.
Nedostatecné vzrostly vzorek se preskoci a otrhd se pozdéji. Pokud vzorek neni dostatecné
vzrostly a je ziejmé, Ze potfebny pocet rostlin v pfiméfené dobé nevzejde, zajisti se jeho
opakovana vysadba nebo se pozadda o jeho ndhradni vzorkovani. Pokud je nutno opakovat test
Jiz jednou ostfihaného vzorku, je lépe nechat pfed dalsim odbérem zbytky rostlin 1 az 2 tydny
regenerovat.

Priprava vzorku - lisovani

Pied vlastnim lisovanim rostlinné $§t'avy se nastavi intenzita a délka oplachovani valci lisu.
Je-li soucasti lisu davkovac, nejdiive se proplachne vodou (15) a nésledné extrakénim pufrem
(10), kterym se i naplni, pak se nastavi jeho potfebny ddvkovany objem (1 — 1,5) ml. Bunécna
Stéva se fedi extrakénim pufrem v poméru (1 : 10) az (1 : 20).

Ptipravi se vzorek nebo vice vzorkl uréenych na jednu mikrodesticku. Rostlina se vlozi mezi
rotujici valce a zachyti se potiebné mnozstvi stékajici bunécné stavy do mikrozkumavky.
Mnozstvi extraktu je zavislé na poctu testovanych vird.

Je-li rostlina malda, vlozi se mezi valce lisu cela, jinak se pouzije jen tolik, aby se ziskalo
potiebné mnozstvi §t'avy, nejlépe starsi pln¢ vyvinuty list. Je-li rostlina tak mala, Ze by se z ni
neziskal dostatek $t'avy, ptikapne se na drt’ mezi valci nekolik kapek extrakéniho pufru (10).
V ptipadé potieby lze lisovat i dvé nebo vice rostlin najednou. Pfitom se musi dbét, aby
ve stékajici staveé byla rovnomérné zastoupena St'ava ze vSech soucasné lisovanych rostlin.
Pied vloZenim dalsi rostliny mezi vélce je nutno pockat, az z valct steCe oplachovaci voda,
aby se nefedila Stdva. Po vylisovani rostliny nebo vice rostlin najednou se spusti dikladné
oplachovani vélcti a nadavkuje ke stave extrakeni pufr (10). Timto zpiisobem se vylisuje cely
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vzorek, ktery musi obsahovat minimalné¢ tolik rostlin, jak je uvedeno v ptedchozi kapitole.
Po dolisovani jednoho vzorku se vélce lisu dikladn€ oplachnou.

Po skonceni prace je nutno lisovaci valce vycistit a ddvkovac proplachnout horkou vodou
(15).

Z mikrozkumavek se odpipetuje 150 ul Cerstvé bunécné st'avy do jinych mikrozkumavek, kde
se nafedi extrakénim pufrem v objemu 1,5 ml.

K mikrozkumavkam s vylisovanou $tévou jednotlivych rostlin celého vzorku se zatfazuje t
mikrozkumavka s pozitivni kontrolou (Cerstvd S$tédva zrostliny bramboru napadend
piislusnym virem zfedéna stejn¢ jako extrakt vzorkli nebo komeréné dodavana lyofilizovana
pozitivni kontrola pfislusného viru, fedénd podle pokynid vyrobce) a mikrozkumavka
s negativni kontrolou (samotny pufr nebo Stava prokazatelné¢ zdravé rostliny). Pocet
vylisovanych rostlin se zaznamend. Doba pouZitelnosti bunééné §t'avy s extrakénim roztokem
je maximaln¢ 3 dny. Skladovani je nutné pti (4 — 8) °C.

Poznamky

6  Po celou dobu prace s lisem je nezbytné dbat na bezpecnost prdce, aby se ruka, viasy,
cast odevu nebo néjaky predmeét nedostaly mezi rotujici vailce. Rukavice se nepouzivaji.

Aplikace a inkubace extraktu

Ptipravi se protilatkou (IgG) potazené mikrodesticky (kap. “Potahovani a skladovani
mikrodesticek®), na které se bude extrakt aplikovat. Pokud se uzivaji mikrodesticky
z mraziciho boxu, nechaji se piedem vytemperovat na laboratorni teplotu. Extrakt se pipetuje
v objemu (0,100 — 0,200) ml tak, aby nebyl vétsi nez pipetovany objem potahovaciho pufru
s protilatkou IgG pftislusného viru. Zbytky extraktu v mikrozkumavkach se ulozi do lednice
k ptipadnému opakovani zkousky.

Mikrodesticky s pfenesenym extraktem se inkubuji zakryté ptfes noc v chladnicce pii (4 —
8)° C. Inkubaci je mozno prodlouzit i na (2 — 3) dny. Po skonceni inkubace se mikrodesticky
3 x vymyji (viz. kap. “Vymyvani mikrodesticek*).

Poznamky

7 Je nutno pracovat pozorné, protoze chyby pri prenaseni extraktu mohou vést k zameéné
pozic testi na desticce nebo ke vzajemné kontaminaci mezi mikrozkumavkami nebo
Jjamkami mikrodesticek.

8 Pufry nesmeji odkapavat ze Spicek pipet a rozstiikovat se po stendach jamky. Mohly by
byt pricinou zdanlivé pozitivnich reakci. Toto se tyka zejména aplikace extrakcniho
pufru s bunécnou stavou na potazené mikrodesticky.

Aplikace a inkubace konjugatu

V konjugatovém pufru (11) se rozpusti vyrobcem predepsané mnozstvi konjugované
protilatky (1). Je mozno testovat soucasné vice virti na jedné mikrotitracni desti¢ce. V tom
piipadé se rozpusti v konjugatovém pufru (11) vice druha ptislusné protilatky IgG-konjugat,
v mnozstvi odpovidajicim zkouSeni jednoho viru samostatné a opé€t v koncentraci danou
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vyrobcem protilatky. Do jamky mikrodesticek vymytych po inkubaci extraktu se pipetuje
(0,100 — 0,200) ml konjugatového pufru (11). Hladina konjugéatového roztoku nesmi byt vyssi
nez potazena vyska jamky potahovacim roztokem s IgG (moznost vyskytu faleSné pozitivnich
reakci).
Mikrodesticky s konjugatovym pufrem inkubujeme témito moznymi zptisoby:

- pfes noc v chladnicce pfi (4 — 8) °C, inkubaci 1ze prodlouzit na 2 az 3 dny,

- v termostatu 5 h pii (30 = 1) °C nebo 4 h pii (34 £ 1) °C.
Je nezbytné zabranit odpafovani roztoku ptikrytim mikrodesticek vicky, jinak dochazi k tzv.
»okrajovému efektu® (nespecifické reakce).
Po skonceni inkubace se mikrodesticka s konjugatovym pufrem 4 x promyje (viz kap.
“Vymyvani mikrodesticek®).

Aplikace a inkubace enzymového substratu

V substratovem pufru se tésné pfed pouzitim dokonale rozpusti a rozmicha piedepsané
mnozstvi PNPP (13). Substratovym pufrem se naplni vymyté jamky mikrodesticky v objemu
(0,100 — 0,200) ml. Pipetované mnozstvi je stejné jako u vSech pfedchozich pouZzivanych
pufrt. Je vhodné postupovat podle virt v poradi svinutka, X, M, S, Y a A. Poradi je dano
dobou vybarvovéni reakce od nejdelsi (svinutka) po nejkrat$i (virus A). Inkubace probiha
pii laboratorni teploté. K ddvkovani 1ze pouzit vicekanalovou pipetu, ru¢ni nebo automaticky
davkovac. Reakci lze zastavit pfiddnim 0,050 ml 3 mol/l NaOH (14) do kazd¢é jamky.

5.2.3 Obecné zasady pro myti laboratorniho skla a plastovych laboratornich pomiicek
Spicky do pipet

1 Bezprosttedné po pouziti namocit Spicky do vody (15).

2 Ptes noc namocit do roztoku myciho prostredku.

3 Proplachnout 3 x ve studené nebo jen mirné vlazné vodeé (15).

4 Proplachnout ve vod¢ (15).

5 Kazda Spicka musi byt ve vySe uvedenych proplachovacich krocich vzdy naplnéna
a vyprazdnéna.

6 Domyt 1 h v ultrazvukové vané ve vodé (15).

7 Vytiepat, ususit.

Testovaci trubi¢ky (mikrozkumavky)

1 Vyprazdnit zbytek extraktu a ditkladné proplachnout.

2 Namocit do roztoku enzymatického prasku (prasku s pfidavkem bioaktivni slozky)
a nechat ptisobit pies noc.

Minimalné 4 x proplachnout vodou (15).

4 Kazda mikrozkumavka musi byt ve vySe uvedenych proplachovacich krocich vzdy
naplnéna a vyprazdnéna.

Domyt 1 h v ultrazvukové vané ve vodé (15).

6 Vytiepat, ususit.

(O8]
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Bézné laboratorni sklo

Zbytky roztokl se natedi vodou a vyleji.
Manualni myti:

- Laboratorni sklo se umyva v teplé vod¢ s mycim prostiedkem, na hrubsi necistoty
se pouzije karta¢ nebo houba.

- Sklo se peclivé oplachne v teplé vod¢ a nasledné ve vodeé (15).

- Sklo se necha okapat a oschnout.

- Nadobi lze umyt také v mycce laboratorniho skla.

Likvidace mikrodesti¢ek

Z desticek na jednorazové pouziti se po testech vyklepe roztok, proplachnou se vodou, voda,
se poté vyklepe a ulozi se do kontejneru pro likvidaci.

6

Vypocet a vyjadreni vysledkii

Testy se hodnoti pouzitim fotometru pii vinové délce 405 nm po 1 h vybarvovani. Soucasti
hodnoceni mize byt i vizualni kontrola tohoto hodnoceni.

U vzorku se pocitaji jednotlivé pozitivni reakce pro kazdy virus zvlast. Pokud se vyskytne
utéhoz vzorku pozitivni reakce ve stejné pozici na vice destickach (u riznych vird),
zapocitava se do % TVCH (té¢zké virové choroby) jen jeden, podle tohoto potradi: svinutka Y,
A X, M, S.

Za pozitivni reakce se povazuji hodnoty absorbance pii 405 nm vyssi nez 0,25. Tato hodnota
je trojnasobek primérné absorbance negativnich kontrol zdravé rostliny.

Poznamky

9

Mohou nastat tyto problémy pri hodnoceni

- Zdanlive pozitivni reakce vzdy na stejnych pozicich u riznych virii a riznych vzorkii —
Spatna funkce promyvacky, zbytky konjugatu nebo extraktu v jamkach, nerovnomérné
a nepecliveé pipetovani.
- Zdanlive pozitivni reakce vzdy na stejnych pozicich u vice viru v tomtéz vzorku - spatné
vymyty myci prostredek ve zkumavce.
- Zloutnou jamky v okrajovych raddch tzv. ,, okrajovy efekt” zpiisobeny odparovinim
konjugatového roztoku behem inkubace.

- Riizné necistoty v jamkdach mohou zpusobit zezloutnuti substratu. Mohou to byt castice
prachu nebo zbytky rostlinné stavy ulpivajici na dné jamky a neodstranéné
pri vymyvani. Tento jev je mozno rozpoznat podle toho, Ze Zloutnuti vychazi z jednoho
bodu a postupné se Siri.

- Zloutnouct pozadi postupné prekryva pozitivni reakce - prilis velkd koncentrace
protilatek, extraktu nebo PNPP, pripadné prilis dlouha inkubace.
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