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Wplyw wielokrotnego, cyklicznego zamrazania i rozmrazania probki
surowicy na poziom przeciwciat klasy IgA, IgG 1 IgM dla wybranych
antygenoéw bakteryjnych

Effect of multiple freeze-thaw cycles on detection of IgA, IgG and IgM
antibodies to selected bacterial antigens
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Oceniono wplyw wielokrotnego, cyklicznego zamrazania i rozmra-
Zania prébki surowicy na poziom przeciwcial klasy IgA, IgG i IgM dla
antygenoéw M. pneumoniae, Yersinia enterocolitica i Salmonella sp. Uzyska-
ne wyniki wykazaly, Ze nawet 30-krotne zamrozenie i rozmrozenie prébki
surowicy nie ma istotnego wplywu na poziom przeciwcial dla wybranych
lipopolisacharydowych i bialkowych antygenéw bakteryjnych.

ABSTRACT

Introduction. In presented study we investigated the effect of multiple freeze-thaw cycles
of human sera on the determination of IgA, IgG and IgM antibodies to selected bacterial
antigens.

Methods. A panel of 15 serum samples with elevated levels of antibodies to Mycoplasma
peumoniae, Yersinia enterocolitica and Salmonella spp. were used (5 positive sera for each
pathogen). One set of aliquots designed as the baseline, was taken and stored at 4-8°C for the
remainder for the study. The remaining seven sets of aliquots were divided into two parts and
repeatedly frozen respectively at two different temperatures: -65°C and -25°C. Once a day
the aliquot sets were removed from the freezer and allowed to stand at room temperature for
approximately 1 h until completely thawed. For the determination of the level of antibodies
the sera after: 2, 5, 10, 15, 20, 25 and 30 freeze/cycle were used. The measurement of IgA,
IgG and IgM antibodies was done using a home-made ELISA with four different antigens:
whole-cell antigen of M. pneumoniae FH strain, LPS and Yop antigens of Y. enterocolitica
serotype O:3 and LPS extracted by Westphal method from Salmonella serogroup B +D.
The results were presented as the arithmetic mean of the antibody titre in five sera which
were treated by the same number of freeze-thaw cycles
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Results. There was no significant statistic difference between levels of antibodies in un-
frozen and frozen sera even after 30 freeze-thaw cycles. Depending of the antigen used
in ELISA a slight varations in the level of antibodies were observed but the changes were
small and not clinically significant. Examination of the ELISA values does not suggest any
consistent nonlinear trend in levels of IgA, IgG and IgM antibodies in sera frozen at -65°C
as well at -25°C.

Conclusions. Our study demonstrates that the IgA, IgG and IgM antibody activity levels
measured for M. pneumoniae, Y. enterocolitica and Salmonella antigens are stable even
after 30 freeze-thaw cycles.

WSTEP

Badanie odczynem immunoenzymatycznym ELISA poziomu swoistych przeciwciat
w probkach surowicy uzyskanych od 0sob chorych z zakazeniami bakteryjnymi jest czesto
wykonywanym, rutynowym badaniem diagnostycznym w laboratoriach mikrobiologicz-
nych. Po wykonaniu oznaczen, probki te sa niejednokrotnie zamrazane i wykorzystywane
ponownie w badaniach diagnostycznych lub tez w badaniach naukowych. W wigkszosci
procedur badawczych zaleca si¢ unikania wielokrotnego zamrazania i rozmrazania probek
surowicy. Zachodzi wigc pytanie w jakim stopniu proces ten ma wpltyw na poziom prze-
ciwcial obecnych w surowicy i czy probki w ten sposob traktowane sg nadal warto§ciowym
materiatem badawczym.

Celem badan byta ocena wptywu wielokrotnego, cyklicznego zamrazania i rozmrazania
probki surowicy na poziom przeciwciat klasy IgA, IgG i IgM dla wybranych antygenow
bakteryjnych.

MATERIAL I METODY

Prébki surowicy. Przedmiotem badan bylo 15 prébek surowicy uzyskanych w roku
2011 od 0s6b chorych z objawami ze strony uktadu oddechowego badz tez ze strony uktadu
pokarmowego. Do badan przeznaczono po 5 probek surowicy, w ktorych we wczesniej prze-
prowadzonych rutynowych badaniach diagnostycznych wykryto podwyzszonych poziom
przeciwcial klasy IgA, IgG i IgM dla antygenéw Mycoplasma pneumoniae, Yersinia ente-
rocolitica serotypu O:3 oraz pateczek Salmonella z grupy serologicznej B lub D. Do czasu
przeprowadzenia dos§wiadczenia probki te byly przetrzymywane w temperaturze — 65°C.

Procedura przeprowadzania cykli rozmrazania i zamrazania probek surowicy.
Wielokrotne rozmrazanie i zamrazanie probek surowicy przeprowadzono wedtug naste-
pujacej procedury:

1. Wybrane surowice rozmrozono, doktadnie wymieszano (wortex) i rozlano do 2 osobnych
probowek Eppendorfa w objetosci po 500 pl. Odpowiednio oznaczone (jedna temp.
—65°C a druga temp. —25°C) probowki zawieraty pierwotna, wyjsciowa do dalszych
cykli zamrazania i rozmrazania surowice. Nastepnie z kazdej probéwki pobrano po 50
ul surowicy, ktora przetrzymywano do czasu wykonania badania w temp. 4-8°C (probka
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nr 1). Probki przetrzymywane w chtodni nie podlegaly dalszym cyklom zamrozenia
i rozmrozenia. Dodatkowo, réwniez z kazdej probowki, pobrano po 50 pl surowicy,
ktéra zamrozono, odpowiednio w temperaturze —65°C badz —25°C (probka nr 2).

2. Pozostaly, wyjsciowa probke surowicy zamrazano w odpowiednich temperaturach na
okres 1-3 dni, po czym rozmrazano w temperaturze pokojowej w ciggu 1 godziny. Cykl
ten powtarzano czterokrotnie.

3. Po czwartym cyklu zamrazania i rozmrazania, z kazdej probowki wyjsciowej, po do-
ktadnym wymieszaniu zawartosci, pobrano po 50 ul surowicy, ktérg zamrozono w od-
powiednich temperaturach (probka nr 3).

4. Kolejne probki surowicy (probki nr 4-8) uzyskano pobierajac, w odstgpach co 5 cykli,
po 50 pl surowicy z cyklicznie zamrazanej i rozmrazanej probki wyjsciowe;.

5. W planowanym dniu przeprowadzenia oznaczen, wszystkie zamrozone probki surowicy
(prébki 2-8) rozmrozono i poddano, razem z probkami przetrzymywanymi w chtodni
(prébka nr 1) badaniom serologicznym w odpowiednim kierunku.

Laczny czas trwania doswiadczenia (30 cykli zamrazania i rozmrazania probek suro-
wicy) trwat 6 tygodni. Ogétem uzyskano 8 serii kazdej probki surowicy: przechowywane;j
w chlodni (w temp. 4-8°C) badz tez cyklicznie zamrazanej w dwdch réznych temperaturach:
-25°C1 —65°C (Tabela I).

TabelaI.  Ogolna liczba przeprowadzonych cykli zamrazania i rozmrazania poszczegdlnych probek

surowicy.
Numer Settl b rébek Liczba cykli zamrazania i rozmrazania
surowicy
Nr 1 Probka 1 raz rozmrozona i przetrzymywania w chlodni w temp. 4-8°C
Temperatura zamrazania -25°C Temperatura zamrazania -65°C

Nr 2 Probka 2 x zamrozona Probka 2 x zamrozona

Nr 3 Prébka 5 x zamrozona Prébka 5 x zamrozona

Nr 4 Probka 10 x zamrozona Probka 10 x zamrozona

Nr 5 Probka 15 x zamrozona Probka 15 x zamrozona

Nr 6 Prébka 20 x zamrozona Probka 20 x zamrozona

Nr 7 Probka 25 x zamrozona Probka 25 x zamrozona

Nr 8 Probka 30 x zamrozona Probka 30 x zamrozona

Badania serologiczne. Wszystkie badania przeprowadzono przy uzyciu odczynu
immunoenzymatycznego ELISA, poszukujac w badanych probkach surowicy przeciwciat
osobno w klasie immunoglobulin A, G i M, bezposrednio po ostatnim rozmrozeniu probek.
Badania przeprowadzono zgodnie z procedurami przyjetymi w rutynowych badaniach
diagnostycznych w Zaktadzie Bakteriologii NIZP-PZH wyznaczajac indeks przeciwcial,
obliczany jako stosunek absorbancji (OD) probki badanej do absorbancji kontroli cut-off.
Postuzono si¢ nastgpujacymi testami ELISA:

Test immunoenzymatyczny ELISA w kierunku wykrywania przeciwcial dla anty-
genow M. pneumoniae. Badania przeprowadzono zgodnie z procedura podang uprzednio
(2). Jako antygenu uzyto homogennej zawiesiny fragmentéw bton komorkowych uzyskanych
po rozbiciu ultradzwigkami komorek szczepu FH M. pneumoniae.
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Rycina 1. Wplyw kolejnych cykli zamrazania i rozmrazania na poziom przeciwcial klasy IgA, IgG
i IgM oznaczanych metoda ELISA. Na rycinie przedstawiono $rednie warto$ci indeksu
przeciwcial wyliczone z badania 5 probek surowicy w danej serii zamrazania i rozmraza-
nia. A- probki surowicy zamrazane w temp. —25° C badane z antygenem M. pneumoniae;
B- probki surowicy zamrazane w temp. —65° C badane z antygenem M. pneumoniae; C-
probki surowicy zamrazane w temp. —25°C badane z antygenem Yop pateczek Yersinia,
D- probki surowicy zamrazane w temp. —65°C badane z antygenem Yop pateczek Yersinia,
E - probki surowicy zamrazane w temp. —25°C badane z antygenem LPS pateczek Yersinia
0O:3; F - probki surowicy zamrazane w temp. —65° C badane z antygenem LPS pateczek
Yersinia O:3; G - probki surowicy zamrazane w temp. —25° C badane z antygenem LPS
paleczek Salmonella, H- probki surowicy zamrazane w temp. —65°C badane z antygenem
LPS pateczek Salmonella.

Test immunoenzymatyczny ELISA w kierunku wykrywania przeciw-
cial dla antygenow somatycznych (LPS) oraz bialek wydzielniczych Yop
paleczek Y. enterocolitica grupy O:3. Odczyn ELISA przeprowadzono na ptytkach
polistyrenowych firmy Nunc zgodnie z metodyka opisana uprzednio (3). Oczyszczony
preparat antygenu somatycznego jak rowniez biatek wydzielniczych Yop uzyskano we
wlasnym zakresie.
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Test immunoenzymatyczny ELISA w kierunku wykrywania przeciwcial dla
antygenow paleczek Salmonella z grupy B+D. Badanie przeprowadzono na ptytkach
polistyrenowych firmy Nunc, oznaczajac poziom przeciwcial dla mieszaniny wagowo
rownych ilo$ci lipopolisacharydow uzyskanych z pateczek Salmonella grupy B i D metoda
Westphala (Sigma, nr kat. L-6011 1 L-6511) (4).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Narycinie 1 przedstawiono wptyw kolejnych cykli zamrazania i rozmrazania na poziom
przeciwciat klasy IgA, IgG i IgM dla antygendéw M. pneumoniae, Y. enterocolitica i pateczek
Salmonella. Warto$ci zaprezentowane na rycinie sa $rednimi arytmetycznymi wartosciami
indeksu przeciwcial, wyliczonymi z badania wszystkich 5 probek surowicy pochodzacymi
z danej serii zamrazania i rozmrazania.

Przeprowadzone badania nie wykazaly istotnych réznic w poziomie przeciwciat
w probkach surowicy poddawanych roznej liczbie cykli zamrazania i rozmrazania. Stosun-
kowo najwicksze réznice zauwazono pomiedzy probkami przetrzymywanymi w chlodni
a probkami wielokrotnie zamrazanymi. Nie stwierdzono wspdlnej dla wszystkich uzytych
antygenow, wyraznej tendencji do spadku czy tez wzrostu poziomu przeciwciat w kolejnych
seriach probek surowicy. Obserwowane, niewielkie réznice miaty charakter przypadkowy
i wynikaly z zastosowania bardzo czulej metody badawczej. Co ciekawe, nie stwierdzono
réowniez zadnych istotnych réznic w przebiegu krzywych w zaleznosci od klasy badanych
przeciwciat czy tez od temperatury mrozenia probek surowicy.

Poziom przeciwcial w probkach surowicy poddanych 30 cyklom zamrozenia i roz-
mrozenia (seria nr 8 ) w stosunku do poziomu przeciwcial w surowicy przetrzymywane;j
w chtodni (seria nr 1) byt co prawda nizszy w kazdym badanym przypadku, ale réznice te
byty zaledwie kilku-kilkunasto procentowe, i nie miaty wptywu na koncowa interpretacje
wyniku badania (Tabela II).

Tabela II. Réznice (w odsetkach) w poziomie przeciwciat dla wybranych patogendéw bakteryjnych
w probkach surowicy poddanych 30-cyklom zamrozenia i rozmrozenia w stosunku do
surowic przetrzymywanych w chtodni.

Probki surowicy zamrazane Probki surowicy zamrazane
Antygen w—25°C w—65°C
IgA 1gG 1gM IgA IgG IgM
M. pneumoniae -7,1% -1,1% -0,2% -0,2% -0,6 % -1,7%
Biatka Yop Yersinia - 15,0 % - 8,5% - 8,0% - 12,4% -3,4% - 8,6%
LPS O:3 Yersinia -0,6% -2,0% -2,9% -1,2% -4,5% -2,7%
LPS Salmonella -7,3% -4,0% - 0,6% -3,7% -2,0% - 0,4%

Wartosci odchylenia standardowego wynikdéw uzyskanych z badania wszystkich 8
serii probek surowicy byly bardzo niskie i wahaly si¢ w zalezno$ci od kierunku badania od
1,1 do 5,6. Podobnie réznice w poziomie przeciwciat, pomiedzy wartosciami uzyskanymi
w badaniu pierwszych 4 serii probek surowicy (liczba cykli zamrazania i rozmrazania od 1
do 10) byly nieistotne w poréwnaniu do wartosci uzyskanych w badaniu kolejnych 4 serii
(liczba cykli od 15 do 30).
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W przeprowadzonych badaniach nie dysponowano §wiezo uzyskanymi, nie mrozonymi
probkami surowicy. Wszystkie badane surowice byto poprzednio przetrzymywane w gle-
bokim zamrozeniu przez okres kilku miesiecy. Tak wigc, nie mogliSmy oceni¢ wptywu
jednokrotnego zamrozenia na poziom przeciwcial w stosunku do poziomu wyjsciowego
w jednej serii doswiadczenia. W naszych badaniach ograniczyli§my si¢ wigc do oceny
wplywu wielokrotnego zamrazania i rozmrazania surowic na poziom przeciwcial. Uzyskane
wyniki wykazaty, ze nawet 30-krotne zamrozenie i rozmrozenie probki surowicy nie ma
istotnego wptywu na poziom przeciwcial klasy IgA, IgG i IgM dla wybranych lipopolisa-
charydowych jak i bialkowych antygen6éw bakteryjnych.

W dostgpnym pismiennictwie brak jest danych dotyczacych wplywu powtarzanych cykli
zamrazania i rozmrazania probek surowicy na poziom zawartych w nich przeciwciat dla
antygenow bakteryjnych. W analogicznych badaniach przeprowadzonych odczynem ELISA
w kierunku zakazen wirusowych uzyskano niejednoznaczne wyniki. Siennicka i wsp. (5)
nie stwierdzili wptywu dziesi¢ciokrotnego rozmrozenia i zamrozenia probki surowicy na
obecno$¢ przeciwciat zardwno klasy IgG jak i IgM dla antygenow wirusa cytomegalii i odry.
Podobnie Pinsky i wsp. (1), rowniez podczas 10-krotnie powtarzanych cykli zamrazania
i rozmrazania probek surowicy, nie zauwazyli spadku poziomu przeciwcial klasy I1gG dla
wirusow $winki, odry i rozyczki. Z kolei Truszkiewicz (6) stwierdzit nieznaczny wzrost
poziomu przeciwciat anty-HAV oraz anty-EBV klasy IgG (odpowiednio o 28,79% oraz
16,89%) w probkach surowicy poddanych 38 cyklom zamrazania i rozmrazania w stosunku
do miana wyjs$ciowego.
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