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1. Detekční limit vyšetření

Detekční limit vychází z meze stanovitelnosti, která je dána na základně optických vlastností světla a lidského oka. Je definována Abbeho zákonem, který definuje minimální vzdálenost dvou strukturálních částic, které jsou viditelné jako dva samostatné objekty. Mez rozlišitelnosti je stanovena na 20 µm2 pro lidské oko. S ohledem na uvedené je pro každý objektiv vyšetřovacího mikroskopu stanovena mez rozlišitelnosti následovně:

	Objektiv
	Rozlišení mikroskopu
	Mez stanovitelnosti (rozlišitelnosti):

	4x
	2,9 µm
	5 µm2

	10x
	2,7 µm
	2 µm2

	40x
	2,1 µm
	0,5 µm2

	60x
	2,0 µm
	0,3 µm2


2. Časová náročnost

	Příprava vzorků
	Vlastní pracovní postup

	24 h
	24 h


3. Vlastní pracovní postup

Jednotlivé kroky analýzy probíhají při laboratorní teplotě, pokud nejsou uvedeny v pracovním návodu jiné laboratorní podmínky.

Zpracování vzorků 

Je zahájeno po doručení vzorku do laboratoře. Z doručeného vzorku jsou zhotoveny čtyři dílčí vzorky o maximální velikosti 2 x 3 x 0,5 cm, které se jednoznačně označí číslem vzorku a písmeny A, B, C, D. Následně jsou vzorky zmrazeny při teplotě -18 °C až -20 °C po dobu 1 hodiny.

Krájení vzorků

Nakrájené řezy je možné před dalším postupem skladovat v lednici při teplotě 8 – 10 °C.

Imunohistochemické zpracování za použití fluorochromu

Celý postup se provádí ručně ve speciálních kyvetách. Reakční směsi, protilátky a barviva se aplikují dle popsaného postupu.

Postup metody

	1
	Řezy vytáhnout z lednice a nechat při pokojové teplotě
	30 min

	2
	Fixace v předchlazeném acetonu -18 až -20°C (fixace v kyvetě)
	5 min.

	3
	Zaschnutí řezů při pokojové teplotě
	30 min.

	
	PBS (v kyvetě, při laboratorní teplotě)
	2 x 5 min.

	4
	Blokace nespecifické vazby (15 µl diulent normal Goat do1000 µl PBS, ve vlhčené komůrce), (PK-6100)
	30 min.

	5
	Primární polyklonální protilátka Anti -wheat (ředěná ředidlem na protilátky DakoCytomation (1:500), ve vlhčené komůrce, při teplotě 8 – 10 °C)
	přes noc

	6
	PBS (v kyvetě, při laboratorní teplotě)
	2 x 5 min.

	7
	Biotinylovaná sekundární protilátka Anti-Rabbit 5µl ředěna s ředidlem na protilátky (nebo PBS 1000 µl a 15 µl Goat Normal serum), ve vlhčené komůrce, při laboratorní teplotě), (PK-6100)
	30 min.

	8
	PBS (v kyvetě, při laboratorní teplotě)
	2 x 5 min.

	9
	Fluorochrom-Texas red (5 µl do 1000 µl PBS, vlhčená komůrka)
	15 min.

	10
	PBS (v kyvetě, při laboratorní teplotě)
	2 x 5 min.

	11
	Montovací médium ( Vectashield mounting medium fluorescence with DAPI H-1200)
	


Příprava pufrových roztoků:

Fosfátový pufr – zásobní roztok PBS (phosphate buffered saline):


2000 ml
destilovaná voda


160 g 
chlorid sodný

4 g 
chlorid draselný


4 g 
dihydrogen fosforečnan draselný

46,8 g 
hydrogen fosforečnan sodný


2 pecky 
hydroxid sodný
· roztok filtrujeme a pH upravujeme na 7,4

· před použitím 10x ředíme

· roztok je skladován při pokojové teplotě.

Uzavírání obarvených řezů

Nabarvený preparát se uzavírá mezi podložní a krycí sklo montovacím médiem Vectashield mounting medium.

Postup při montování:

Kapka montovacího média se umístí na okraji řezu, krycí sklíčko se přiloží v úhlu 45o a opatrně se spouští, důležité je, aby nevznikly bubliny.

4. Kalibrace

Kalibrace pH metru se provádí dle návodu výrobce pokaždé před měřením.

5. Vyšetření preparátů a hodnocení výsledků

Vzorky se vyšetřují ihned po zamontování, maximálně však do 8 hodin po montování. Zpracované a obarvené řezy jsou vyšetřovány ve fluorescenčním mikroskopu s  fluorescenční kostkou I3, při zvětšení 100x a 400x, pro studium detailů je používáno většího zvětšení. Pro fotodokumentaci volíme zvětšení minimálně 200x, v případě nutnosti zobrazit větší detaily volíme zvětšení např. 600x. Sleduje se emitované záření o vlnové délce 510 nm procházející přes fluorescenční kostku I3. 

Za pozitivní průkaz přítomnosti pšeničného proteinu, se považuje fluorescenční záření v zelené či zelenožluté barvě, které signalizuje pozitivní reakci antigenu s protilátkou, v minimálně 3 histologických řezech. Pozadí je černé, bez autofluorescence.

6. Výsledek barvení

Průkaz pšeničného proteinu je potvrzen emisí zeleného či zelenožlutého světla v histologickém řezu.

Morfologický popis:

Vyšetření bylo založeno na vytvoření fluorescenčního zbarvení, které signalizuje pozitivní reakci antigenu s protilátkou čímž je dosaženo lepší detekce než pouze na základě specifické morfologické struktury daného proteinu.

	Pšeničný protein, zvětšeno 200x
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5% přídavek proteinu v modelovém masném výrobku

7. Potencionální zdroje odchylek

Pokud jsou zjištěné odchylky od standardního výsledku, je nutno neprodleně odstranit jejich příčinu. V případě výskytu nejčastějších odchylek se postupuje dle uvedeného řešení.

Slabé fluorescenční zbarvení – zvýšení koncentrace fluorochromu na 1:100

Slabá vazba protilátky na pozitivní kontrolu – zvýšení koncentrace primární protilátky na 1:100

8. Seznam použitých zkratek

ABC........................................avidin biotin komplex

PBS.........................................polyfosfátový pufr (phosphate bufered saline)

Rabbit Anti-wheat................... protilátka proti pšeničnému proteinu produkovaná na králíkovi

EDTA......................................kyselina ethylendiamintetraoctová

TBS.........................................trisfosfátový pufr (trisphosphate bufered saline) 

K.............................................pozitivní kontrola

K0...........................................negativní kontrola

6
Michaela Petrášová                                                                                                   20. 10. 2014    

