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Návod k použití souprav

HISTO TYPE / DNA-Wipetest
KONTAMINAČNÍ KONTROLA

Testovací souprava pro kontrolu kontaminace 

- (molekulárně biologická metoda)
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1. Popis výrobku

V posledních letech se stalo využití PCR při HLA typizaci rutinní záležitostí. Jelikož je PCR velmi citlivá metoda je naprosto nezbytné zabránit kontaminaci, jež by mohla vést k falešně pozitivním výsledkům. Aby se zabránilo vzniku a rozšíření kontaminace a byla zachována kvalita reagencií  je nezbytné pravidelně kontrolovat jak části laboratoře, tak i jednotlivé chemikálie (např. Taq Polymerázu) na přítomnost DNA a amplifikátů.

HISTO TYPE / DNA-Wipetest je uzpůsoben k průkazu kontaminace genomickou DNA, nebo amplifikáty I. i II. HLA třídy. 
Test je prováděn pomocí SSP (sequence specific primers – t.j. primery specifické pro danou sekvenci) – PCR, (viz obr. 1) [2,3]. Tato metoda je založena na zjištění, že extenze primeru, a tudíž i úspěšná PCR, je závislá na přesně odpovídajících sekvencích na 3’ koncích obou primerů. Čili pouze když primery zcela přesně odpovídají testované sekvenci proběhne PCR a je možno následně pozorovat její produkt při gelové  elektroforéze.
    

obr. 1 Princip SSP-PCR
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 dokonalé dosednutí primeru   



nedokonalé nasednutí primeru
 namnožení specifického produktu


amplifikace (namnožení) neproběhne



2. Materiál

2.1. obsah souprav HISTO TYPE / DNA-Wipetest
· 5 HISTO TYPE stripů (každý s 8mi mikrozkumavkami pro PCR) pro 40 rakcí (t.j. 13 kompletních  wipe-testů) Prealiquaotované a usušené reakční směsi se skládají z primerů, vnitřních kontrolních primerů (specifické pro lidský gen G3PDH) a nukleotidů. 

· 1x 1,1 ml 10xPCR pufr

· víčka ke stripům (5x8) 

· návod k použití 

2.2. potřebné vybavení a materiál

· Taq polymeráza (5U/μl) 

· souprava BAG EXTRA GENE pro extrakci DNA z krve, lymfocytů či leukocytů, případně jiné vybavení pro izolaci genomické DNA

· pipety s rozsahem 0,5 - 250 μl

· sterilní špičky s integrovaným vnitřním filtrem

· DNA cyklér s vyhřívaným a nastavitelným víkem (např. PTC 200, MJ Research/Biozym)

přístroje a chemikálie pro gelovou elektroforézu

· DNA délkový standard pro gelovou elektroforézu (kat. č. 7097)

· DNA agaróza

· 0,5 x TBE pufr (45 mM Tris, 45 mM kyselina boritá, 0,5 mM EDTA)

· ethidium-bromid (EtBr)

· jednotka pro elektroforézu

· zdroj napětí (200-300 V, 200 mA)

přístroje a potřeby pro dokumentaci a vyhodnocení výsledků
· zdroj UV záření (transiluminátor, λ=220-310 nm)

· fotoaparát (digitální, Polaroid)

2.3. skladování  a stabilita

Souprava je dodávána nezmražená. Skladujte všechny reagencie při –20 až - 80°C v temnu. Datum exspirace je uvedeno na víčku každé z reagencií. Také „shelf life“ t.j. doba skladovatelnosti po prvním použití je uvedena na vnějším popisku. Rozpouštějte 10xPCR pufr těsně před použitím.



3. Provádění testů

3.1. Bezpečnostní pokyny a speciální poznámky

PCR je vysoce citlivá metoda, která by měla být prováděna osobou se zkušeností s prací v molekulárně biologické laboratoři.

Práce vyžaduje velkou opatrnost, aby bylo v co nejvyšší míře vyloučeno nebezpečí kontaminace vzorků a tím pádem i falešných výsledků! Proto : 

- používejte při práci rukavice (pokud možno bez pudru)

- pro každé pipetování používejte nové sterilní špičky (s integrovaným filtrem)

- vyčleňte oddělené pracovní prostory pro jednotlivé pracovní kroky -  t.j. předamplifikační (izolace   DNA a příprava reakčních směsí) a postamplifikační (gelová elektroforéza a dokumentace), nejlépe ve dvou místnostech

- používejte pomůcky a přístroje jen pro daný krok a nepřenášejte je.



3.2. Izolace DNA

Pro pozitivní kontrolu potřebujeme DNA z leukocytů. Např. BAG EXTRA-GENE souprava je vhodným řešením, neboť čistá DNA může být získána z plné krve  za krátkou dobu a to bez použití toxických chemikálií a rozpouštědel.  Ovšem i jiné v literatuře popsané metody [5] jako je cetyltrimethyl-amonium-bromid (CTAB) metoda nebo fenol-chloroformová purifikace poskytují dostatečně čistou DNA. Přítomnost heparinu v reakční směsi může inhibovat PCR [6, proto se doporučuje použití EDTA, nebo  citrátové krve. DNA by měla mít index čistoty (poměr extinkcí při OD260 / OD280) mezi 1,6 a 2,0.



3.3. Amplifikace

Všechny předředěné a sušené reakční směsi již obsahují nukleotidy, k alelám specifický set primerů  a primery vnitřní kontroly. Tato směs je usušená na dně reakčních komůrek. Parametry amplifikace jsou nastaveny pro celkový objem reakce 20μl.

3.3.1 Provedení „wipe testu“

1. Označíme 1,5 ml reakční zkumavky podle kontrolované oblasti (např. pracovní stůl, klika dveří....) a do každé přidáme 200 μl sterilní H2O.

2. Pro každou odpovídající oblast namočíme ústřižek filtračního papíru (fleece) do odpovídající zkumavky a navlhčeným setřeme  testovanou oblast. 

3. Vhodíme ústřižek do zkumavky a inkubujeme po dobu 2 hodin při pokojové teplotě v 200 μl sterilní H20. Po uplynutí této doby ústřižek vyhodíme.

4. Vyjmeme odpovídající počet  HISTO TYPE zkumavek z -20°C a necháme roztát 10x reakční pufr na pokojovou teplotu. Opět si popíšeme zkumavky, jednu jako testovaná oblast, druhou pozitivní kontrola a třetí jako inhibiční kontrola.

5. Připravíme si ředěnou Taq polymerázu s pufrem (minimálně pro pět reakcí) a jemně promixujeme na vortexu. Připravujte tuto směs v počtu = počet reakcí +2.

	
	1 reakce
	5 reakcí
	8 reakcí

	10xPCR pufr
	2 μl
	10 μl
	16 μl

	Taq polymeráza

(5U/μl)
	0,12 μl
	0,6 μl
	0,96μl


6. Do označených reakčních zkumavek pipetujeme tyto směsi:

	
	testovaná oblast
	pozitivní kontrola
	inhibiční kontrola

	sterilní H2O
	14μl
	17μl
	13μl

	vzorek z testované oblasti
	4μl
	-
	4μl

	genomická DNA (40ng/μl)
	-
	1μl
	1μl

	Taq polymeráza + PCR pufr
	2μl
	2μl
	2μl


7. Pevně uzavřete reakční zkumavky odpovídajícím víčkem. Dávejte pozor ať se nedotknete vnitřní části víčka ani horního okraje reakčních zkumavek prsty z důvodu nebezpečí kontaminace. Pudr z rukavic je silný inhibitor PCR!

Lehce hýbejte destičkou aby se modrý pelet na dně reakční komůrky rozpustil. Veškerá reakční směs by měla být na dně reakční komůrky.


8: Vložte reakční zkumavky do termocykléru a pevně uzavřete víko tak, aby se reakční komůrky při zahřívání nezdeformovaly. Zahajte PCR program. Překrývání minerálním olejem není u cyklérů s nastavitelným a vyhřívaným víkem nutné.

	Natavení PCR cykléru

	krok
	doba 
	teplota
	počet cyklů

	první denaturace
	5 minut
	96°C
	1 cyklus

	denaturace
	20 sekund
	96°C
	5 cyklů

	annealing + prodlužování
	60 sekund
	68°C
	

	denaturace
	20 sekund
	96°C
	10 cyklů

	annealing 
	50 sekund
	64°C
	

	prodlužování
	45 sekund
	72°C
	

	denaturace
	20 sekund
	96°C
	15 cyklů

	annealing + prodlužování
	50 sekund
	61°C
	

	prodlužování
	45 sekund
	72°C
	

	závěrečné prodlužování
	5 minut
	72°C
	1 cyklus


typy cyklérů: např. PTC 100/200 (MJ Research/Biozym), GeneAmp PCR-System 9600/9700 (ABI)

Jelikož cykléry od různých výrobců někdy pracují poněkud odlišně a někdy se dokonce liší jednotlivé přístroje stejného typu, může vzniknout potřeba optimalizovat reakční parametry pro váš konkrétní cyklér.

Pro optimalizaci postupujte následovně:

Při falešně pozitivních reakcích (nespecifické proužky (bandy), další typy atd.) zvyšujte teplotu annealingu v krocích po 1°C.

Při falešně negativních výsledcích (t.j. chybějící proužky (bandy)) snižujte v krocích po 1°C teplotu annealingu a/nebo prodlužujte dobu trvání annealingu v 5ti vteřinových krocích, a/nebo prodlužujte dobu trvání denaturace v opět 5ti vteřinových krocích.

Doporučujeme používat jen pravidelně kalibrované cykléry.

Pro provedení kalibrace vašeho cykléru lze použít např. soupravu BAG-Cycler Check kit (katalogové číslo 7104).

Testy kvality výše uvedených výrobků byly prováděny na cyklérech PTC 200 a PTC 100 firmy MJ Research a 9700 od firmy ABI.



3.4. Gelová elektroforéza

Separace (oddělení) produktů amplifikace je prováděna pomocí horizontální gelové elektroforézy na agarózovém gelu. Jako pufr by měl být pro elektroforézu použit 0,5 x TBE  (45 mM Tris, 45mM kyselina boritá, 0,5 mM EDTA). Koncentrace gelu by měla být 2,0-2,5% agarózy. Nechte gel polymerizovat alespoň 30 minut před nanesením vzorků. Po provedení amplifikace v cykléru z něho vyjměte vzorky a přeneste celkový objem pečlivě do jamek v gelu. Neopomeňte dát do samostatné jamky též 10 μl DNA délkového standardu pro měření délky fragmentů. Elektroforetická separace se provádí při 10-12 V/cm, t.j. při cca 20cm vzdálenosti mezi elektrodami při 200-240 V po dobu 20-40 minut. Pro BAGene D Zygosity-TYPE doporučujeme 40ti minutový běh elektroforézy, který nám jasněji oddělí jednotlivé proužky. Po proběhnutí elektroforézy je gel nabarven v roztoku Ethidium bromidu (přibližně 0,5 μg EtBr na 1ml H2O nebo TBE pufru). Alternativním postupem barvení je přidání EtBr (0,5 μg/ml) do elektroforetického pufru či přímo do gelu. Pokud je to nutné, lze odstranit přebytečný EtBr namočením gelu na dobu 20-30 minut do vody.



3.5. Dokumentace a interpretace

Aby jste zviditelnili a zdokumentovali vaše výsledky, prosviťte gel po provedení elektroforézy UV světlem (transiluminátor, λ=220-310 nm) a vyfotografujte odpovídajícím fotoaparátem (digitálním či klasickým), filtry a filmem (např. při použití systému polaroid film typu 667). Nastavte čas i clonu tak, aby jednotlivé proužky jasně vystupovaly proti pozadí a žádné nechyběly (např. clona 11, čas přibližně 1s..

Pokud není testovaná oblast kontaminována, nesmí být žádný proužek v „testované oblasti“.

Pokud došlo ke kontaminaci amplifikátem lze pozorovat proužky o délce: 78bp (bp = páru bazí) a/nebo 104bp a/nebo 282bp.

Pokud došlo ke kontaminaci genomickou DNA lze pozorovat proužky o délce: 282bp (bp= páru bazí) a někdy též 78bp, 104bp, 176bp, cca 580bp.

 

Pozitivní a inhibiční kontrola musí ukazovat vzor proužků stejný jako při kontaminaci genomickou DNA. 

Pokud nejsou patrny žádné amplifikáty v pozitivní kontrole nedošlo k PCR a test nelze interpretovat. 

Pokud je pozitivní kontrola v pořádku, ale žádné proužky nejsou patrné v inhibiční kontrole, znamená to, že testovaná oblast nesla blokátory PCR a tudíž nelze vyloučit ani v případě výsledku „nekontaminováno“ pro testovanou oblast nějaký typ kontaminace. 



4. Varování a bezpečnostní pokyny

Ethidium bromid (v textu zkracován často jako EtBr) je silný mutagen!!! Zabraňte kontaktu s kůží a jakýmkoli kontaminacím. Prostudujte pečlivě varování a bezpečnostní pokyny výrobce. Velmi krátké vlny používané při prosvěcování gelu UV zářením mohou způsobit popáleniny na kůži a především na sítnici. Používejte ochranné pomůcky jako je ochranný obličejový štít apod.!!!

Veškerý biologický materiál použitý pro extrakci DNA, t.j. krev a lidské tkáně je nutno považovat za potenciálně infekční a s jako takovým s ním musí být zacházeno. Při práci s biologickým materiálem by tedy měly být dodržovány odpovídající pracovní postupy (např. nepipetovat ústy, používat jednorázové rukavice, desinfikovat ruce po ukončení práce). Biologický materiál by měl být deaktivován před likvidací např. sterilizací v autoklávu. Jednorázové pomůcky, špičky atd. by měly být před likvidací také deaktivovány v autoklávu nebo spáleny.

Pokud dojde k rozlití potenciálně infekčního materiálu, měl by být tento OKAMŽITE odstraněn papírovými utěrkami a místo ošetřeno standardními desinfekčními prostředky nebo 70% alkoholem. Veškerý materiál použitý k čištění by měl být před likvidací deaktivován (viz výše).
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	IVD
	 in vitro diagnostikum –pro in vitro diagnostiku
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