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Przedstawiony odczyn precypitacji w zelu z kierowanym blokowaniem
niektérych reakcji precypitacyjnych jest modyfikacjg zwyklej probéw-
kowej (7) (5) czy ptytkowej precypitacji w zelu (6). Modyfikacja ta zostala
opracowana niezaleznie od podobnych modyfikacji juz wczesniej opisa-
nych (1) (2) jako jeden ze sposobéw eliminowania niewirusowych reakeji
precypitacyjnych, zaleznych od uzywania zaréwno hiperimmunizacji zwie-
rzat, jak i do pdézniejszych reakcji w zelu, antygenu wirusowego zawie-
rajgcego zanieczyszczenia naturalne, pochodzenia tkankowego. Istotny
sens wprowadzonej modyfikacji tkwi w zastosowaniu dodatkowej warstwy
zelu, zawierajgcej specjalng surowice odpornosciowa, skierowang przeciw
sktadnikom antygenowym do tej tkanki, na ktérej hodowano badany
wirus. Warstwa ta umieszczona jest w ten sposéb przy proébie precypitacji
probéwkowej lub pltytkowej, ze antygeny wirusowe lgcznie z zanieczysz-
czeniami pochodzenia tkankowego musza najpierw przez nig dyfundowa¢
(nastepuje tutaj precypitowanie skladnikéw antygenowych tkanki, co
okreslono jako kierowane blokowanie), natomiast antygeny wirusowe dy-
fundujg dalej i dopiero w nastepnej warstwie Zelu reagujg ze swoistymi
przeciwcialami surowicy preéypitujacej przeciwwirusowej. Umiejscowie-
nie warstwy zelu z surowicg blokujgca w stosunku do innych sktadnikéw
precypitacji przedstawia schemat na rys la.

Analogiczna technika kierowanego blokowania moze by¢ zastosowana
do badania wzajemnego pokrewienstwa antygenéw wirusowych. W tym
przypadku do dodatkowej warstwy zelu zamiast surowicy przeciwtkan-
kowej mozna dodaé surowice precypitujgcg dla pokrewnego lub innego
badanego szczepu wirusowego. Przy odpowiednim' doborze ilo$ciowym
skladnikéw w dodatkowej warstwie zelu zachodzi precypitacja antygenow
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wspolnych, podczas gdy w dalszej warstwie zelu reaguja z surowicg testo-
wa tylko te komponenty antygenowe, ktére nie napotkaly odpowiadaja-
cych sobie przeciwcial w warstwie z surowicg blokujacy. Uklad skladni-

kow precypitacji w takim przypadku jest analoglczny jako poprzednio,
ilustruje to schemat na rys. 1b.

i -
\>/ .

a

1 — warstwa zelu z surowica blokujgca przeciwtkan-
kowg

b — warstwa zelu z surowica blokujaca, precypitujacg
antygeny wspélne

@@ @ Q@@ S — surowica
O, @} 0,0
b o

Rys. 1. Schemat miareczkowania surowicy blokujgcej do préb pitytkowych. Usy-
tuowanie warstwy zelu z surowicg blokujacg przy prébie probéwkowej i przy prébie
plytkowej

Istotne dla tej modyfikacji jest:

a) odpowiednie przygotowanie probéwek lub plytek do precypitacji z war-
stwg blokujaca;

b) uprzednie miareczkowanie surowicy blokujgcej i dodanie jej w nad-
miarze;

c) uzywanie do miareczkowania i do prob probowek tylko tej samej sred-
nicy, tab aby warstwa blokujgcg byla we wszystkich probowkach tej
samej grubosci;

d) dodawanie badanego antygenu mozliwie weczesnie ( w ciggu kilku do
kilkudziecieciu minut) po zastygnieciu warstwy blokujacej;

e) wykonywanie odpowiedniego oznaczenia optymalnej precypitacji.

Przygotowanie probéowek zwarstwg zeludo
kierowanego blokowania precypitacji

W lazni wodnej o temperaturze 54—55°C umieszcza sie butelki z roz-
puszczonym zelem agarowym 0,8-procentowym i 1,6-procentowym. Po
wyréwnaniu temperatury zelu do temperatury }azni wstawia sie do tazni
wodnej probéwki 100 X 8 mm, jalowe, zamkniete korkami z waty i gazy,
oznakowane odpowiednio do schematu doswiadczenia. Do probéwek tych
rozlewa sie najpierw odpowiednie surowice precypitujgce lub kontrolne
po 0,35 ml, a po chwili (chodzi o ogrzanie si¢ surowicy) ogrzang pipeta
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po 0,15 ml zelu 1,6-procentowego. Przez lekki obr6t probéwki w pozycji
pionowej mozna wymieszaé obydwa sktadniki. Probéwki wyjmuje sie
z tazni i pozostawia w temperaturze pokojowej w pozycji pionowej do
zakrzepniecia. Po zakrzepnieciu zelu z surowicg probéwki ponownie umie-
szcza sie w tazni wodnej i po kilku minutach dodaje ogrzang pipety po
1,0 ml zelu 0,8-procentowego. W celu zakrzepniecia tej warstwy zelu
probowki pozostawia sie znowu w temperaturze pokojowej.

Z kolei w lazni wodnej umieszcza sie duzg jalowg probéwke lub kolbke
90—100 ml,. w ktérej nalezy dokladnie zmieszaé odpowiednig ilosé zelu
1,6-procentowego z odpowiednig ilo§cig surowicy przeznaczonej do warst-
wy blokujgcej (w proporcji, jaka wypada z kalkulacji p6 miareczkowaniu
tej surowicy). Naczynie takie pozostaje w lazni wodnej; w ciggu kilku
minut nalezy cieplg pipeta rozla¢ jego zawartosé po 0,25 ml do proboéwek
umieszczonych ponownie w lazni wodnej. Probowki wystawia sie juz
teraz ostatecznie z !azni wodnej i po zakrzepnieciu zelu warstwy bloku-
jacej wlewa sie na powierzchnie po 0,5 ml odpowiedni antygen badany
lub kontrolny. Probéwki korkuje sie korkami gumowymi i pozostawia
w pozycji pionowej w temperaturze pokojowej. Wynik prob z warstwg
blokujgcg odczytuje sie tak samo jak zwyklg .precypitacje probéwkows,
ale po dluzszym okresi€ czasu, tj. po 7—10—14 dniach. Reakcje zacho-
dzace na pograniczu warstwy blokujacej i antygenu mozna zaobserwowaé
juz po kilku minutach. Warto podkresli¢, ze obecno$¢ pecherzykéw po-
wietrza w zakrzeplym zelu moze by¢é przyczyng blednych wynikow.

Przygotowanie ptytek z warstwa zelu
do kierowanego blokowania precypit\apji

Na plytki o srednicy 55 mm wylewa sie po 10 ml zelu agarowego 1,5-pro-
centowego. Po zastygnieciu zelu, w czesci obwodowej plytki wycina sie
duze baseny sztancg o $rednicy 15 mm. Z kolei w tazni wodnej o tem-
peraturze 54—55°C przygotowuje sie w osobnym naczyniu zel agarowy
1,6-procentowy z odpowiednim dodatkiem surowicy przeznaczonej do
warstwy blokujgcej. Za pomocg cieplej pipety zelem tym wypelnia sie
réwno z brzegiem wyciete uprzednio duze baseny. Po zastygnieciu w tem-
peraturze pokojowej wycina sie ponownie w srodku wypelnionych base-
néw nowe mniejsze baseny, o $rednicy 8 mm. Poniewaz wycinany teraz
zel jest znacznie rzadszy, wygodnie jest uzywaé sztancy z rurkg gumows
do podessania wycietego krazka zelu. Nastepnie wycina sie basen central-
ny o $rednicy 9 mm (basen centralny przygotowuje sie bez warstwy blo-
kujacej, zob, schemat 1). Na zakonczenie — do kazdego ngebienia daje sie
po kropli zelu 1,6-procentowego, ktéry krzepngc zabezpiecza badane ptyny
przed wydostawaniem sie miedzy zel a szklo i wkroétce po tym do basenu
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centralnego daje sie surowice precypitujacg, a do basené6w peryferyjnych
odpowiednie antygeny. Wynik na tak przygotowanych ptytkach odczytuje
si¢ na 7—10—14 dzien przebywania w komorze wilgotnej, w tempera-
turze pokojowej. Sposob odczytywania wyniku jest taki sam jak przy
metodzie rutynowej. Metoda probowkowa, a zwlaszcza plytkowa, jest

mato oszczedna i przy liczniejszych badaniach wymaga dysponowania
duzg iloscig surowicy blokujgcej.

Miareczkowanie surowicy przeznaczonej do
warstwy blokujgcej

-

Miareczkowanie surowicy blokujgcej jest konieczne i ma na celu usta-
lenie dawki surowicy, jaka w danych warunkach zapewnia zatrzymanie
zadanych antygenow na drodze precypitacji w warstwie blokujacej. Mi-
mo ustalenia dawki minimalnej do prob ostatecznych nalezy uzywaé nad-
miaru surowicy w celu unikniecia wynikow watpliwych. Zaleznie od sity
surowicy blokujgcej nadmiar ten powinien wynosi¢ od 0,02 do 0,05 ml
surowicy na probowke lub basen ponad zwyklg ilo§é. Przy miareczkowa-
niu wykonywanym dla poszczegdlnych doswiadczen jako wartosci stale
nalezy przyjaé: grubos¢ warstwy blokujacej oraz rodzaj i ilo§¢ blokowa-
nego antygenu. W przypadku zmiany warunkéw w wykonywanych p6z-
niej do$wiadczeniach, w poréwnaniu do warunkéw, w jakich wykony-
wano miareczkowanie, dane z miareczkowania mogg okazaé sie bezwar-
tosciowe. Miareczkowanie nalezy przeprowadzaé oddzielnie dla metody
probowkowej — w probowkach, i oddzielnie dla metody plytkowej —
na plytkach. _

Miareczkowanie surowicy blokujscej do préb probéwkowych. Przed-
stawiony przyklad dotyczy uzycia surcwicy przeciwtkankowej jako su-
rowicy blokujgcej. Miareczkowanie przeprowadza sie w 2 szeregach,
w stosunku do antygenu wirusowego, antygenu tkankowego — kontrol-
nega i w stosunku do surowicy przeciwtkankowej. W tym celu nalezy
przygotowaé 20 probéwek zasadniczych w ten sposéb, aby kazda z nich
w dolnej warstwie zelu zawierata 0,35 ml surowicy przeciwtkankowej,
oraz nastepng warstwe zelu 0,8-procentowego. Proboéwki te ustawia sie
W 2 rzedach i numeruje od 1 do 10. Nastepnie bierze sie 9 dalszych po-
mocniczych, jatowych probowek, wstawia je w statywie do lazni wodnej
o temperaturze 54—55°C i daje sie do nich skladniki wedlug tabeli 1.

Po dokladnym wymieszaniu sktadnikéw w probéwkach pomocniczych,
ustawia sig obok nich w 1azni wodnej obydwa szeregi poprzednio przygoto-
wanych probéwek i przenosi do nich po 0,25 ml plynu z probé6wek pomoc-
niczych, zgodnie z numeracjg, tzn. z 1 prob6wki pomocniczej do pierw-
szych prob6éwek zasadniczych, z drugiej probéwki pomocniczej do dru-
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Tabela 1
Przygotowywanie serii rozcieficzen surowicy blokujgcej w zelu agarowym

1 2 3 4 5 6 ! 7

Numer probéwki

. 03 033 036 039 042 045 —
— — = = = — o045
045 042 039 036 033 03 03

Surowica S-T 0,15 0,22
Surowica S-K — —
Zel 1,6% o temp. 54°C 0,6 0,525

Legenda: S-T — surowica blokujgca przeciwtkankowa
S-K — surowica kontrolna (normalna)

gich probowek zasadniczych itd. Z kolei probowki zasadnicze wyjmuje
sie z tazni wodnej i po zakrzepnieciu warstwy blokujacej daje sie do pro-
bowek pierwszego szeregu antygen tkankowy, do drugiego szercgu anty-
gen wirusowy. Kolejnosé czynnosci przy calym miareczkowaniu ilustruje
tabela 2.

Wynik miareczkowania odczytuje sie na 7—10—14 dzien przetrzymy-
wania probéwek w temperaturze pokojowej. W proboéwkach kontrolnych
9 i 10 uzyskuje sie zwykle wynik wybitnie dodatni, zwlaszcza z antyge-
nem tkankowym. W innych probéwkach wynik zalezy od zdolnosci pre-
cypitujacych surowicy blokujgcej. W doswiadczeniach wlasnych wynik
w postaci precypitacji w dolnej warstwie zelu wystepowal w 11 2, wy-
jatkowo w 3 probowce. W pozostalych probéwkach ilos¢ surowicy bloku-
jacej byla dostateczna do calkowitego zatrzymania dyfundujgcego anty-
genu kontrolnego. Jako dawke minimalng surowicy blokujgcej przyjmuje
sie takg ilo$¢é surowicy, jaka jest w tej pierwszej probowce, przy ktore]
brak precypitacji w dolnej warstwie zelu.

Miareczkowanie surowicy blokujgcej do préb ptytkowych. W zwykly
sposob przygotowuje sie 4 plytki z zelem agarowym 1,5-procentowym. Na
2 z nich wycina sie po 6 basenéw peryferyjnych sztancg 15 mm, a basen
centralny sztanca 9 mm. Na pozostalych 2 plytkach wycina sie tylko
3 baseny peryferyjne sztancg 15 mm, 4 basen peryferyjny sztancg 8 mm
i basen centralny sztancg 9 mm. Z kolei przygotowuje sie rzad 9 dodatko-
wych probowek wedlug tabeli 3 i po oznaczeniu na pierwszych dwoch
plytkach basen6w przyjetych za pierwszy i drugi, na pozostalych przy-
jetych za siodmy, wypelnia sie kolejno baseny przygotowanym zelem
z surowicg blokujaca, przestrzegajgc zgodnosci numeracji basenéw z nu-
meracjg probéwek pomocniczych. Po zastygnieciu zelu z surowicg bloku-
jaca wycina si¢ mniejsze baseny sztancg 8 mm, po czym wylewa ich dno
kroplg zelu 1,5-procentowego. Do basenéw centralnych wszystkich ptytek
daje sie surowice przeciwtkankowa, natomiast do basenéw peryferyjnych
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Tabela 2
Miareczkowanie surowicy blokujgcej do préb probdwkowych
Kontrola
Nr
,probéwkiljzla 4‘5 6 7 8 9[10‘
Laznia wodna 54—55°C
Surowica
S-CAM 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 035 035 03 035 0,35
Zel 1,6%
o temp.
54°C 0,15 0,15 0,15 015 0,15 015 0,15 015 0,15 0,15
temperatura pokojowa (do zakrzepniecia zelu)
Laznia wodna 54—55°C
Zel 0,8%
o temp.
e 54°C 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
(O]
\% temperatura pokojowa (do zakrzepnigcia zelu) '§
e ©
g Laznia wodna 54—55°C 2
=
¥ Roz- -~
= , 00
Q twor o
w  geluz S-T 00 0,075 0,1 0,11 0,12 0,13 0,14 0,15 — — “ﬁ
E suro- zel '
= wica L6% 02 0175 015 0,14 013 012 011 010 — — B
.2  Dbloku- - O
B jaca
Roz-
twor
zeluz S-K — — — — — — — — 0,15 o
suro- . zel
wica 1,6% — — — — — — — — 01 .
kon-
trolna
Temperatura pokojowa (do zakrzepnigcia zelu)
Antygen A-T 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05
Antygen A-W 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Legenda:

S-T
S-K
A-T
A-W

Odczytanie wyniku na 7 — 10 — 14 dzien

surowica przeciwtkankowa
surowica kontrolna (normalna)
antygen tkankowy (kontrolny)
antygen wirusowy
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jednego kompletu plytek — antygen tkankowy-kontrolny, a do drugiego
kompletu — antygen wirusowy. Rys. 2 przedstawia obrazowo zasade mia-
reczkowania surowicy blokujacej do préob ptytkowych.

Nr probowki ! 213|415 |6 7 18 9
Surow;’ca

; 03 1045|06 (0661072 (0781084 |09
rzeciw t'ankowa

Jurowica normaina
S-k) | -|[-1-1-1-1-1-1- (09

kgqh'olna
Z el 76 o/o
otemp 54-55°C

12 |105109 (084 (078072 |066)| 06 |06

taznia wodna 54-55°C

TN

Mlareczkow nie 7 antygenem tkankowym - kontrolnym, (A-

il

Miarecikowanie z antygenem wirusowyin (A-W)

i

Rys. 2

Wynik miareczkowania odczytuje sie jak zwykla precypitacje ptytko-
wa na T—10—14 dzien. Zasada ustalania dawki minimalnej surowicy
blokujgcej oraz kalkulowania proporcji surowicy blokujacej do zelu jest
taka sama jak przy miareczkowaniu surowicy blokujacej do proéb pro-
béwkowych.



104 K. Malicki

[8]

Ustalanie optymalnej proporciji

"~ Optymalng precypitacje otrzymuje sie przy odpowiednim doborze ilo-
Sciowym skladnikéw precypitacji. Przy ustalaniu optymalnej precypitacji
bada sie szereg dwukrotnie wzrastacjgcych rozcienczen surowicy precypi-

Q. Rozcienczenie wstepne surowcy precypitujace)

Rozcienczema

sz |

Wieroz | 1/2 | 1/4 | 1/8 |1/16
7 2 |13 14|56
Roztwor ~ 10 {10]1w0]|10|10
fizjolog
Badana surowica
precypitujgca |10 |10 (10 (10 |70 |10
absorb. lub nieabsorb

b. Proby probowkowe

L N

N\

Badana_ surowica / Vs J | 4 J
precypitujaca | o35 | 35 | 035 1035|035 | 035
wslepne rozciency.
taznia wodna 54-55°C - 2-3min.
=) -
S ZE[ 76 °/o
gofemp454-55°c aro |g15 (015 1015 {015 | 15
K
S Temperatura pokojowa
2 )
:. tainia wodna 54-55°C-2-3min S
S : 2
2 Zel 08% 1 10 |
S |otemp.54-55°C 10110 170 (10110 | 1 §
: lemperatura pokojowa §
c
S
Antygen x0 1025 1025 (025 (0251025 1025 | | '
g X\
taznia wodna 54-55°C - 2-3 mip. N ‘ @5“‘
7l 157 co®
zdodatkiem 025 (0250251025 1025 | 025 1€>“
surow. blokujacej
Temperatura pokojowa
Antygen x0 | 05 |05 |05 (05 (05 | g5
Rys. 3

tujacej w stosunku do antygenu nierozcienczonego i do szeregu dwukro-
tnych rozcienczen antygenu. W badaniach doswiadczalnych, w ktorych
zastosowano omawiang modyfikacje precypitacji w zelu, przy ustalaniu
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optymalnej precypitacji badano tylko szereg dwukrotnych rozcienczen
surowicy precypitujacej, w stosunku do antygenu nierozcienczonego. Po-
rownawczo natomiast wykonywaro do$é istotne dla tamtych badan usta-
lanie optymalnej precypitacji, w przypadku uzycia surowic precypituja-
cych nieabsorbowanych (z wykluczeniem reakcji. niewirusowych drogg
kierowanego blokowania) i w przypadku uzycia surowic precypitujacych,
absorbowanych odpowiednim antygenem tkankowym. Zasade tych ozna-
czen, wykonywanych metodg probéwkowsg i plytkowa, przedstawia rys. 3.

Omawiang modyfikacje precypitacji w zelu zastosowano z powodzeniem
do badania budowy anytgenowej wiruséw ospy izolowanych z ptakow
domowych (Malicki— 4). W pracy tej dobor ilosci sktadnikéw wzoro-
wano na pracy Gispena (3). Te same skladniki (antygeny, surowice)
badano w precypitacji w zelu, stosujgc dwa sposoby eliminowania reakcji
precypitacyjnych niewirusowych, mianowicie poprzez kierowane bloko-
wanie lub tez poprzez uprzednig absorpcje surowicy.

Poréwnanie uzyskanych wynikéw wykazalo, ze przy obydwéch meto-
dach usuwania reakcji precypitacyjnych niewirusowych otrzymuje sig
w zasadzie wyniki zgodne, z pewng przewaga na korzys¢ probowkowej
metody kierowanego blokowania. Metoda ta okazywala sie najbardziej
czula i dawalta rezultaty nawet przy badaniu antygenéw o stabych zdol-
nosciach precypitynogennych lub tez zawierajgcych mala ilo§é¢é precypi-
tynogenu.
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IPEIUIIUTALIMA B KEJE C HAIIPABJIEHHON
BJIOKMPOBKOJ HEKOTOPBIX TIPEIIMIIMTAIVOHHBIX PEAKIIUN

PesiomMme

IIpenurmTanysa B JKeJl€ C HANpPaBJIEHHOM OJIOKMPOBKOJ HEKOTOPBIX
IpeLMONTAIMOHHEIX peakuuii ABiAeTca Moaudumkanmeil O0OLIKHOBEHHOM
NpobMpOYHOj MM IUIMTKOBOM mpenmmuraimy B xeye. Momnduranms
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COCTOMT B IIpMMEHEHMM RO00aBOYHOIO CJIOS 3K€Je, COAEePZKAIero COOTBeT-
CTBYIOILIYIO IPEIMNNTAIMOHHYIO CBIBOPOTKY. Cxema 1 mpencraBiisieT nmpuH-
IIMIT pa3MeLIeHusa CJI0A xXKeJje ¢ OJOKMPYIOUIell ChIBOPOTKOI IO OTHOIIe-
HMIO K JPyTMM S3JIEMEHTaM Ipeuunurauuyu. B 3aBucuMocTM OT mpeumnm-
TAL[MOHHOJ CBIBOPOTKMY, JCIIOJIb30BaHHOM MAJIA OJIOKMPYIOLIETO CJIOSA, MO-
IudpuKanma MOXKeT MMeTh DPal3JIM4yHble IPUMEHEHUd, HanpuMep, Kak
crroco0 sIMMMHALMM IIPElMIMTALMOHHBIX HEBUMPYCHBIX pPeaKluil, KaK Me-
TOJZ MCCJIEAOBaHMSA B3aMMHOTO POACTBA AaHTUTEHOB M T. n. Mommdurauma
MIPUMEHAJACH C YCIIEXOM JJIS MCCJIEHOBaHUA aHTUIECHOBOM CTPYKTYPBl BU-
pycoB ocmbel nTui (2).
B TexcTe mMzioxkeHa noppobHas TexHMKa paboTsl.

K. Malicki (Warszawa)

GEL PRECIPITATION TEST WITH DIRECTED BLOCKING OF SOME
PRECIPITATION REACTIONS

Summary

Gel precipitation with directed blocking of some precipitation react-
ions is a modification of the usual agar precipitation test in test tubes or
Petri dishes. Similar idea was applied in studies by Bjorklund (1952).
The modification consists in the additional gel layer containing a suitable
precipitating serum. Scheme 1 presents the principle of localization of
blocking serum containing agar layer in relation to other components.
Depending on the precipitating serum used in blocking layer, the modi-
fication may be used for different purposes, i. e. as a method of elimina-
tion of non-viral precipitation, or study of antigenic interrelationship et
cet. This modification was successfully applied in the studies of antigenic
structure of Pox-virus avium strains (2).

Details of the technique are given in the text.



