Enfer Tse Diagnostic Test

MATERIAŁY

1. Zestaw Enfer TSE Diagnostic Kit, diagnostyczny test immunologiczny do wykrywania białka prionowego PrPsc  u bydła i owiec wyprodukowany przez :

Enfer Scientific Limited

Boxer House, Unit 4

Newbridge Industrial Estate

Newbridge, Co. Kildare

Tel.: +353 454 35997

Składniki zestawu Enfer TSE Diagnostic Kit :

· proszek Enfer Wash 1 (1:10) : 1,25 kg

· roztwór Enfer Wash 2 (1:10) : 10 l

· Enfer Buffer 1 : 20 l

· Enfer Buffer 2 : 60 ml 

· Enfer Buffer 3 : 400ml

· pierwsze przeciwcaiło Anti-PrP-1oAb (rabbit) : 500 (l

· surowica kozia Normal Goat Serum : 1,2 ml

· przeciwciało drugie znakowane enzymem Enzyme-conjugate-2oAb ( goat anti-rabbit) : 400 (l 

· roztwór substratu A  Substrate Solution A : 250 ml

· roztwór substratu B  Substrate Solution B : 250 ml

· płytki do wirowania : Enfer Centrifuge Plate : 30

· płytki Enfer Coated Plate : 25

· studzienki z kontrolą dodatnią : Positive Control Wells : 64 studzienki

· kontrola ślepa Blank Control : 30 ml.

SPRZĘT

· stomacher Seward Stomacher 80, Seward Medical Ltd, Wielka Brytania

· wirówka stołowa  z adaptorem do płytek Eppendorf Centrifuge 5810

· płuczka Skatron SkanWasher 300, Skatron Instruments A/S, Norwegia

· inkubator-wytrząsarka LabSystems iEMS incubator/shaker, LabSystems, Finlandia

· czytnik cheminuminescencyjny LabSystems Ascent Reader, LabSystems, Finlandia

I .        POBIERANIE I PRZYGOTOWANIE PRÓBEK :

1. Do pobrania próbki służą jednorazowo : drewniana szpatułka, plastikowa tacka, nożyk do cięcia, torebka z filtrem do homogenizacji w stomacherze Seward Stomacher 80 LabSystems.

2. Cięcie wykonać w poprzek tkanki centralnego układu nerwowego w okolicy zasuwki, pobierając około 1,0g materiału, ściśle nie mniej niż 0,5g. Dla próbek zautolizowanych masa powinna wynosić : 1,5 – 2,0g. Przed pobraniem próbki do badania usunąć część końcową tkanki przez jej wycięcie ( ryzyko kontaminacji). Z próbek usunąć resztki tkanki łącznej i skrzepy krwi.

3. Próbkę umieścić w torebce do homogenizacji po jednej stronie jej filtra, na dnie torebki. Unieruchamić próbkę w torebce przez jej zgniatanie w palcach. Zważyć ją i dodać odpowiednią ilość buforu Enfer Buffer 1 według tabeli :

Waga próbki (g) 

Objętość Enfer Buffer 1 (ml)

0,51 –  0,55

8,28

0,56 -  0,60

9,00

0,61 -  0,65

9,75

0,66 – 0,70

10,50

0,71 – 0,75

11,25

0,76 – 0,80

12,00

0,81 – 0,85

12,75

0,86 – 0,90

13,50

0,91 – 0,95

14,25

0,96 – 1,00

15,00

1,01 – 1,05

15,75

1,06 – 1,10

16,50

1,11 – 1,15

17,25

1,16 - 1,20

18,00

1,21 – 1,25

18,75

      Ważne jest , aby przy dodawaniu buforu, końcówka dyspensera nie dotykała torebki (ryzyko kontaminacji).

4. Homogenizacja próbki odbywa się w stomacherze Seward Stomacher 80 LabSystems . Dwie torebki umieścić obok siebie z przodu wioseł stomachera i homogenizować przez 120 sekund na najwyższych obrotach. Każda próbka musi być dobrze zhomogenizowana, tak że za filtrem , w torebce pojawił się klarowny, jasno brązowy roztwór. 

5. Po homogenizacji próbki należy pozostawić na 5-10 minut, aby opadła piana.

6. Nie wolno przechowywać zhomogenizowanych próbek. Należy je użyć w dniu ich przygotowania.

I. PROCEDURA TESTU :

1. Przygotowanie płytki do wirowania Enfer Centrifuge Plate .

Do dołków pipetuje się w duplikacie kolejno po : 180(l kontroli ślepej Enfer Blank Control, 180(l wcześniej przygotowanej kontroli negatywnej i kolejno pobranych 180 (l roztworu z każdej torebki po homogenizacji, z drugiej strony filtra, za którym znajduje się próbka. Ułożenie próbek na płytce obrazuje schemat :
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Zawsze należy pipetować zza filtra torebki homogenizującej. Należy także uważać , aby przy pobieraniu nie doszło do kontaminacji pipety. Do torebki wsuwamy jedynie jednorazową końcówkę pipety ( tip). Pobierać homogenat przy pomocy odwróconego pipetowania (reverse pipetting ).

2. Wirowanie.

Przykryć przygotowaną płytkę do wirowania folią przylepną i wirować  przy  4000 rpm (rates per minute; ok. 2750 rcf – relative centrifuge force), o promieniu r = 15,4,  przez 5 minut , w temperaturze 18-30oC w wirówce stołowej z adaptorem do płytek ( Eppendorf Centrifuge 5810)

3. Przygotowanie płytki Enfer coated plate. Rozpipetowanić po 20 (l buforu drugiego Enfer Buffer 2 na dnie każdego dołka. Odwrócone pipetowanie. Wzrokowo sprawdzić wszystkie dołki, tak aby w każdym znajdował się bufor. 

4. Przeniesienie po 100 (l z każdej próbki z płytki odwirowanej na płytkę z buforem EB2. Odwrócone pipetowanie z minimalną dodatkową  ilością, tak aby nie zaburzyć peletek na dnie płytki wirowanej. Płytkę przykryć folią przylepną.

5. Inkubować płytki w temperaturze 34oC, przez 60 minut, przy wartości wytrząsania : 650 rpm (rates per minute) – poziom 5 w inkubatorze-wytrząsarce Thermo LabSystems iEMS incubator/shaker.

6. Przygotowanie przeciwciała pierwszego, drugiego i substratu reakcji.
*  Przeciwciało pierwsze : Anti-PrP-1oAb (Rabbit) razem z surowicą Normal Goat Serum (Goat) rozcieńczyć w roztworze do płukania Enfer Wash 2 zgodnie z zaleceniami na ich opakowaniach. Przygotowany roztwór pierwszego przeciwciała musi być przechowywany w temperaturze 2-8 oC i użyty w dniu przygotowania. Ilość roztworu obliczamy biorąc pod uwagę, że na 8 dołków ( jeden pasek) przypada 2 ml roztworu pierwszego przeciwciała.

*  Przygotowanie przeciwciała drugiego znakowanego enzymem ( koniugatu ).

Wykonać roztwor przeciwciała drugiego  Enzyme-conjugate-2oAB (Goat anti-Rabbit) z roztworem do płukania Enfer Wash 2 z zgodne z rozcieńczeniem podanym na opakowaniu. Ilość roztworu obliczamy biorąc pod uwagę, że na 8 dołków ( jeden pasek) przypada 2 ml roztworu drugiego przeciwciała. Przygotowany roztwór drugiego przeciwciała musi być przechowywany w temperaturze 2-8 oC, w ciemnym miejscu i użyty w ciągu 2 godzin od jego przygotowania.

*  Przygotowanie substratu dla enzymu.

Dodać identyczną ilość roztworu substratu A (Substrate Solution A) i roztworu substratu B (Substrate Solution B). Ilość roztworu obliczamy biorąc pod uwagę, że na 8 dołków ( jeden pasek) przypada 2 ml przygotowanego roztworu ( 1ml roztworu substratu A  plus 1ml roztworu substratu B). Przygotowany roztwór substratu dla enzymu musi być przechowywany  w ciemnym miejscu i użyty w dniu przygotowania.

7. Usunąć folię i płukac płytkę roztworem Enfer Wash 1 przy użyciu płuczki Skatron SkanWasher 300. Płytkę osuszyć przez odwrócenie jej na suchą bibułę i kilka razy lekko w nią uderzyć, tak aby usunąć pozostałości płynu.

8. Dodać 150 (l buforu Enfer Buffer 3 do wszystkich dołków i przykryć folią przylepną. Odwrócone pipetowanie.

9. Inkubować  w temperaturze  34oC, przez 15 minut , wartość wytrząsania 650 rpm w inkubatorze-wytrząsarce Thermo LabSystems iEMS incubator/shaker.

10. Usunąć folię i płukać płytkę roztworem Enfer Wash 2 przy użyciu płuczki Skatron SkanWasher 300. Płytkę osuszyć przez odwrócenie jej na suchą bibułę i kilka razy lekko w nią uderzyć, tak aby usunąć pozostałości płynu.

11. Usunąć z płytki dołki A1 i A2 i w ich miejsce wstawić dwie studzienki z kontrolą dodatnią (Positive Control Wells).

12. Rozpipetować po 150 (l przygotowanego pierwszego przeciwciała ( Anti-PrP-1oAb z Normal Goat Serum) do wszystkich dołków i przykryć folią przylepną. Odwrócone pipetowanie.

13. Inkubować  w temperaturze  34oC, przez 40 minut , wartość wytrząsania 650 rpm w inkubatorze-wytrząsarce Thermo LabSystems iEMS incubator/shaker.

14. Usunąć folię i płukać płytkę roztworem Enfer Wash 2 przy użyciu płuczki Skatron SkanWasher 300. Płytkę osuszyć przez odwrócenie jej na suchą bibułę i kilka razy lekko w nią uderzyć, tak aby usunąć pozostałości płynu.

15. Rozpipetować po 150 (l przygotowanego drugiego przeciwciała Enzyme-conjugate-2oAb  do wszystkich dołków i przykryć folią przylepną. Odwrócone pipetowanie.

16. Inkubować  w temperaturze  34oC, przez 30 minut , wartość wytrząsania 650 rpm w inkubatorze-wytrząsarce Thermo LabSystems iEMS incubator/shaker.

17. Usunąć folię i płukać płytkę roztworem Enfer Wash 2 przy użyciu płuczki Skatron SkanWasher 300. Płytkę osuszyć przez odwrócenie jej na suchą bibułę i kilka razy lekko w nią uderzyć, tak aby usunąć pozostałości płynu.

18. Rozpipetować po 150 (l przygotowanego roztworu substratu do wszystkich dołków i przykryć folią przylepną. Odwrócone pipetowanie.

19. Inkubować  w temperaturze  34oC, przez 10 minut , wartość wytrząsania 650 rpm w inkubatorze-wytrząsarce Thermo LabSystems iEMS incubator/shaker.

20. Usunąć folię i  natychmiast wykonać odczyt sygnału używając czytnika Thermo LabSystems Ascent mikroplate chemiluminescence reader (Thermo LabSystems Luminoskan).

21. Ocena i interpretacja wykonania testu.

Przed interpretacją wyników próbek należy ocenić wyniki próbek kontrolnych. Określ wartość średnią kontroli dodatniej, ujemnej i ślepej.

Kontrola ślepa

Wartość średnia kontroli ślepej  musi być poniżej 4,0 LU ( luminescence unit)

Kontrola dodatnia ( dotyczy gotowych studzienek z kontrola dodatnią znajdujących się w wyposażeniu Enfer TSE kit)

Wynik kontroli dodatniej musi mieścić się w zakresie umieszczonym na opakowaniu Positive Control Wells ( po uprzednim odjęciu średniej wartości kontroli ślepej).

Kontrola ujemna

Wartość średnia musi być poniżej 3 LU

Jeśli powyższe warunki  nie zostaną spełnione, test jest nieważny i musi być powtórzony. Powtarza się próbkę w duplikacie zaczynając od pobrania materiału z próbki ( od tkanki).

