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Voorwoord
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Samenvatting

Naar aanleiding van de uitbraak van het hoog pathogene influenza A (H7N7) virus in Nederland in 2003 was het noodzakelijk om, ter confirmatie van de hemagglutinatie-remmingsreactie (HAR), een extra test te ontwikkelen waarbij humane antistoffen tegen aviaire influenza kunnen worden gedetecteerd. Er is in dit onderzoek gekeken naar de mogelijkheid om een microneutralisatie-assay of een ELISA op te zetten om blootstelling van mensen aan aviaire influenza te kunnen meten.

Nadat al een aantal cellijnen waren getest op geschiktheid voor de microneutralisatie-assay is een extra cellijn gescreend, de MDCK(NBL-2) cellen. Het virus dat is gebruikt voor de assay is het laag pathogene influenza A (H7N3) virus. H7N3 is minder gevaarlijk om mee te werken en de hemagglutinines van H7N7 en H7N3 komen sterk overeen. De groeisnelheid van de cellen en de hoeveelheid trypsine die H7N3 nodig heeft om zichzelf te kunnen repliceren zijn vastgesteld. Ook is bepaald dat H7N3 zich goed kan vermenigvuldigen in de MDCK(NBL-2) cellen. Er is een grote batch H7N3 opgekweekt waarvan de TCID50 is bepaald. Een cellELISA en een IPMA zijn uitgevoerd met H7N3 op MDCK(NBL-2) cellen. De resultaten van de cellELISA en de IPMA komen overeen. Met de cellELISA is de optimale virusverdunning bepaald voor de microneutralisatie-assay. Het is niet gelukt om met de microneutralisatie-assay uitgevoerd met H7N3 en MDCK(NBL-2) cellen humane antistoffen aan te tonen tegen H7N7. 

Naast de microneutralisatie-assay is ook een ELISA opgezet om humane antistoffen gericht tegen H7N7 te kunnen meten. In dit onderzoek is gekozen om de ELISA uit te voeren met virus dat in zijn geheel op de plaat wordt gecoat. Omdat er weinig humane sera zijn met een hoge HAR-titer tegen H7N7 is de ELISA eerst uitgevoerd met kippenserum (met een hoge HAR-titer tegen H7N3) en H7N3 gecoat op de plaat. De ELISA is ook getest met het humane influenza A (H3N2) virus en humane plasma met een hoge HAR-titer tegen H3N2. Het lijkt erop dat beide testen antistoffen meten gericht tegen H7N3 respectievelijk H3N2. 
De meest geschikt plaat om de ELISA mee uit te voeren is een polysorp plaat, omdat bij deze plaat de achtergrond het laagst is.
Summary
Due to an outbreak of highly pathogenic avian influenza A (H7N7) virus in The Netherlands in 2003 it became necessary to develop an extra assay to confirm the hemagglutination inhibition (HI) test, a test by which human antibodies against avian influenza are detected. In this research has been searched to the possibility to develop a microneutralization assay or an ELISA to detect human antibodies against avian influenza.

After testing several cell lines for suitability for the microneutralization assay, an extra cell-line has been screened, the MDCK(NBL-2) cells. The low pathogenic avian influenza A (H7N3) virus has been used in this assay. This is because H7N3 is less dangerous to work with and the hemagglutinin of H7N7 and H7N3 are similar. The cells growth rate and the amount of trypsin that H7N3 needs to replicate itself are determined. That H7N3 can multiply itself well in the MDCK(NBL-2) cells is also determined. A large batch of H7N3 is obtained of which the TCID50 is determined.  A cellELISA and an IPMA have been carried out with H7N3 on MDCK(NBL-2) cells and the results of the cellELISA and the IPMA are corresponding. The optimal virus dilution was determined by the cellELISA so that the microneutralization assay can be done with H7N3 on MDCK(NBL-2) cells.

It is not succeeded to detect human antibodies against H7N7 with the microneutralization assay carried out with H7N3 on MDCK(NBL-2) cells. 
Therefore an ELISA has been set up to detect human antibodies against H7N7. In this research has been chosen to perform the ELISA with virus as a whole coated on the plate. Because there are not a lot of human sera with a high HI-titer against H7N7 the ELISA is first tested with chicken serum (with a high HI-titer against H7N3) and H7N3 coated on a plate. The ELISA is tested also with the human influenza A (H3N2) virus and human plasma with a high HI-titer against H3N2. It seems that both tests detect antibodies against H7N3 and H3N2 respectively. The most suitable plate to perform the ELISA is a polysorp plate because of the lowest background.
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1. Inleiding en doelstelling
In 2003 is er in Nederland een vogelpest uitbraak geweest veroorzaakt door het hoog pathogene influenza A (H7N7) virus. Over een periode van ongeveer drie maanden werden in totaal 255 pluimveebedrijven, voornamelijk in de Gelderse vallei, besmet verklaard. Miljoenen kippen zijn hierbij getroffen en ook een aantal mensen werden geïnfecteerd. Deze mensen hadden griepverschijnselen en/of conjunctivitis en één persoon is overleden. Met behulp van RT-PCR en viruskweek is bij 89 personen H7N7 gedetecteerd. (1, 2, 17)
Er werd serologisch onderzoek verricht bij mensen blootgesteld aan geïnfecteerd pluimvee en aan de huisgenoten van die mensen, dit om meer informatie te verkrijgen over de verspreiding van het virus en of het van mens-op-mens kan worden overgebracht.
De test die standaard gebruikt wordt bij de detectie van humane antistoffen tegen humane influenza is de hemagglutinatie-remmingsreactie (HAR), alleen blijkt deze test geen humane antistoffen tegen aviaire influenza te kunnen detecteren. Maar als paardenerytrocyten in plaats van kalkoenerytrocyten worden gebruikt worden wel antistoffen gemeten.(1)
Tot nu toe zijn er alleen nog maar antistoftiters tegen H7 en H5 bekend die door middel van de HAR zijn gevonden. Het is dus noodzakelijk om een tweede test te ontwikkelen ter confirmatie van de HAR, maar ook omdat een andere test misschien gevoeliger is. Het is ook van belang om bij een eventuele uitbraak van het hoog pathogene influenza A (H5N1) virus een goed lopende test te hebben. Er wordt gekeken naar de mogelijkheid om een microneutralisatie-assay of een ELISA op te zetten om humane antistoffen tegen aviaire influenza te kunnen meten.
Voor het opzetten van de microneutralisatie-assay wordt een extra cellijn gescreend, de MDCK(NBL-2) cellen. Van MDCK(NBL-2) cellen wordt verwacht dat ze gevoelig zijn voor H7 influenza. (14)
Het doel van mijn onderzoeksstage is om een bijdrage te leveren aan de ontwikkeling van een tweede test om humane antistoffen tegen verschillende aviaire influenzavirussen te kunnen meten. Er zal zowel een microneutralisatie-assay als een ELISA worden opgezet om humane antistoffen tegen aviaire influenza te meten.
2. Het influenza virus
2.1 Algemeen
Het Influenza A virus (zie figuur 1) behoort samen met influenza B en C tot de familie van de Orthomyxoviridae. Het virus is 80 tot 120 nm groot, het komt in verschillende vormen voor, van sferisch tot pleomorf. Het virus bevat een genoom met 8 enkelstrengs RNA-fragmenten met een negatieve polariteit. De acht RNA-fragmenten bevatten tien genen, waarbij gen 4 voor het hemagglutinine codeert en gen 6 voor het neuraminidase. RNA en dan vooral enkelstrengs RNA is heel onstabiel, dit betekent dat de replicatie van het virus gepaard gaat met een hoge mutatiesnelheid. Ook het ontbreken van proofreading eigenschappen zorgen hiervoor. Het virus heeft ook een hoge generatiesnelheid.(4, 5, 18)
Het Influenza A virus is een envelopvirus en scheidt, na infectie van een cel, de nieuwe virusdeeltjes (virionen) uit via blaasjesvorming van het celmembraan zonder de cel te doden. Het virus krijgt zijn envelop van zijn gastheercel en neuraminidase (zie ook paragraaf 2.2 ) zorgt ervoor dat het membraan van de cel om de nucleocapside van het virus gaat zitten. 
Het virus dringt het lichaam binnen via de neus, mond of ogen. Humane influenza hecht aan de SAα(2,6) gal receptor die vooral in de neus- en keelholte zitten, aviaire influenza hecht aan de SAα(2,3) gal receptor. Influenza heeft een incubatietijd van 1-2 dagen. (6, 8)
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Figuur 1: het Influenza A virus
2.2 Hemagglutinine (en neuraminidase)
Het influenzavirus heeft twee belangrijke oppervlakte glycoproteïnen: het hemagglutinine en het neuraminidase (zie figuur 1). Het eiwit hemagglutinine (HA) is het belangrijkste antigen waartegen de meeste antistoffen gericht zijn. De HA-moleculen komen in drietallen op de lipide-mantel van een influenza virion voor en bevatten siaalzuur-receptoren waarmee ze aan long-epitheelcellen en rode bloedcellen kunnen binden. Deze cellen bevatten de receptoren SAα(2,6)gal en SAα(2,3)gal (siaalzuur) waar het HA aan bindt. Door middel van het hemagglutinine versmelten de membranen van het virion en de cel met elkaar en wordt de cel geïnfecteerd. (1, 4, 18)
Op het hemagglutinine bevinden zich vijf (B-cel) epitopen waar een specifiek antilichaam zich aan kan binden en zo kan voorkomen dat het virion de cel binnendringt. Influenzavirussen variëren onderling immunologisch doordat een, twee, drie, vier of alle vijf HA-epithopen tussen de influenzavirussen verschillen. Wanneer de antistoffen opgewekt door een influenzavirus geen enkele epitoop van een ander influenzavirus kunnen binden, dan heeft men een nieuw HA-molecuul en daarmee een nieuw subtype. H1 is het eerste aangetroffen type HA, H2 de tweede, etc. In totaal zijn er van het influenza A virus 16 HA-moleculen (H1 t/m H16) bekend.
Het neuraminidase (NA) bevinden zich in viertallen op de lipide-mantel van een virion, NA is een enzym dat de virionen losmaakt bij het uittreden uit een geïnfecteerde cel en dient ook als antigen. Van het neuraminidase zijn 9 subtypes (N1 t/m N9) bekend. (5, 7)
2.3 Antigene drift en shift
Het influenza A virus maakt gebruik van twee mechanismen om de afweer te omzeilen, de antigene shift en antigene drift. De antigene drift zorgt voor het geleidelijk wegdrijven van de aanwezige antistoffen (immunologische druk) door kleine mutaties in het gen van de oppervlakte eiwitten H en N. Eén of twee van de epithopen op HA kunnen gemuteerd gaan voorkomen in de populatie. Mensen die al geïnfecteerd zijn geweest en daarbij antistoffen hebben aangemaakt tegen het oorspronkelijke virus zijn niet meer geheel beschermd tegen het gemuteerde virus. Dit veroorzaakt elk jaar weer nieuwe griepepidemieën onder de bevolking. (4, 5, 7)
De antigene shift zorgt voor een dramatische verschuiving naar een totaal ander subtype met andere glycoproteïnen. Dit kan gebeuren doordat een persoon geïnfecteerd is met twee influenza subtypes, bijvoorbeeld een aviaire influenza A(H5N1) virus en een humane influenza A (H3N2) virus, die dan genetisch materiaal met elkaar uitwisselen. Wanneer dit nieuwe virus alle genen heeft van het humane influenzavirus, behalve de genen 4 en 6 van het aviaire virus die voor HA en NA coderen, dan ontstaat een nieuw en eventueel hoog pathogeen influenzavirus. Dat virus kan dan van mens op mens verspreid worden en niemand bezit antistoffen tegen dit nieuwe virussubtype. Dit kan een pandemie veroorzaken. De afgelopen eeuw hebben er al drie influenza pandemieën plaatsgevonden die miljoenen doden telden. Deze pandemieën werden veroorzaakt door de toen nieuwe subtypes H1N1, H2N2 en H3N2. H1N1 en H3N2 circuleren nu nog steeds door de menselijke populatie maar lijken totaal niet meer op de oorspronkelijke virussen vanwege antigene drift. (5, 7)
2.4 Aviaire influenza 

De vogel is de natuurlijke gastheer voor alle influenza A virus subtypes, maar het virus kan ook andere dieren (en de mens) infecteren. Dieren hebben ook siaalzuur-receptoren, wel is elk virus door de evolutie aangepast aan zijn gastheerdier. Bij pluimvee komen de beruchte vogelpestvirussen met H5 of H7, bij paarden komen H7N7 en H3N8 voor en bij varkens H1N1 en H3N2. Er zijn ook dieren, vooral eenden en trekvogels, die niet ziek worden van het virus en daarom als het grote influenzavirusreservoir worden beschouwd. (4)
Alle H1t/m H16 en N1 t/m N9 zijn gevonden in vogelsoorten, maar de hoog pathogene aviaire influenzasoorten (HPAI) komen alleen voor in H5 en H7 subtypes. Maar niet alle H5 en H7 subtypes zijn HPAI, er zijn ook laag pathogene aviaire influenzasoorten (LPAI). (4, 10)
Het hemagglutinine wordt eerst geproduceerd in de vorm van een precursor, HA0, dat geknipt moet worden door proteases van de gastheercel voordat het functioneel is. Het verschil tussen HPAI en LPAI virussen zit in de cleavage site van HA0. De cleavage site bij LPAI bevat maar twee basische aminozuren, terwijl de cleavage site bij LPAI extra basische aminozuren bevat. Dit heeft als gevolg dat HA0 van de LPAI virussen alleen geknipt kan worden door trypsine van de gastheercel. Deze enzymen komen voornamelijk voor in de luchtwegen en darmkanaal. De LPAI virussen kunnen zich dus alleen op die plaatsen repliceren. Het HA0 van de HPAI virussen kan geknipt worden door meer soorten proteases van de gastheercel, die door het hele lichaam voorkomen. Hoog pathogene aviaire influenzasoorten kunnen zichzelf daardoor overal repliceren en zo vitale organen beschadigen en een hoog sterftecijfer veroorzaken. (7, 10)
Het hemagglutinine van humane influenza heeft een voorkeur voor het binden aan de SA (siaalzuur)α(2,6)gal receptor die voornamelijk te vinden is in de bovenste luchtwegen. Aviaire influenza bindt liever aan de SAα(2,3)gal receptor, deze komt veel voor bij vogels en bevinden zich bij mensen voornamelijk diep in de longen bevindt en in de ogen (vandaar ook conjunctivitis vaak genoemd als symptoom). (8,15)
Voordat een HPAI zoals H5N1 van dier-op-mens ook van mens-op-mens kan worden overgebracht moet het hemagglutinine van H5N1 dat bindt aan de SAα(2,3)gal receptor bij o.a. vogels zo veranderen dat het goed kan binden aan de SAα(2,6)gal receptor bij mensen. Onderzocht is dat het hemagglutinine van H5N1 meerdere sterke hydrofobische en hydrofiele bindingen heeft met SAα(2,3)gal en de SAα(2,6)gal receptor alleen een aantal zwakke bindingen heeft met het hemagglutinine. (8)

3. Achtergrond Serologie
3.1 Serologie
Het doel van serologisch onderzoek is het aantonen van een actuele infectie of een in het verleden doorgemaakte infectie, het meten van respons op vaccinatie of inzicht verschaffen in de fase of mate van activiteit van een infectie. 

Bij serologisch onderzoek wordt gekeken naar antistoffen in het serum of plasma. Serum is de vloeistof die overblijft als men bloed laat stollen en het stolsel afcentrifugeert. De samenstelling is vergelijkbaar met die van bloedplasma, alleen zijn de stollingseiwitten bij serum grotendeels verwijderd. (12)

Bij influenza duurt het na het moment van infectie meestal een tot twee weken voordat de antistofconcentratie een aantoonbaar niveau heeft bereikt. Eerst worden IgM antistoffen aangemaakt, daarna de IgG antistoffen. Terwijl IgM na twee tot drie maanden uit het bloed verdwijnt, blijven de IgG antistoffen nog jarenlang aanwezig, maar verdwijnen na verloop van tijd wel onder de detectiegrens (11, 12).
Hieronder worden drie serologische testen beschreven die van belang zijn om antistoffen tegen aviaire influenza te kunnen opsporen en die in dit onderzoek van belang zijn. 
3.2 De hemagglutinatie-remmingsreactie

De hemagglutinatie-remmingsreactie wordt standaard gebruikt bij het detecteren van humane antistoffen tegen humane influenza (H1N1 en H3N2). Maar voor het detecteren van humane antistoffen tegen aviaire influenza lijkt deze test minder gevoelig en specifiek. Tot nu toe zijn er alleen nog maar antistoftiters tegen H7 en H5 bekend die door middel van de HAR zijn gevonden, echt betrouwbaar zijn deze resultaten echter niet.(1, 19)
Maar ontdekt is dat als paardenerytrocyten worden gebruikt voor de hemagglutinatie-remmingsreactie in plaats van kalkoenerytrocyten er betere resultaten worden behaald. Dit komt doordat de paardenerytrocyten een hogere dichtheid hebben van de receptor voor het aviaire influenzavirus, de SAα(2,3)gal, dan de kalkoenerytrocyten. Humane influenza bindt aan SAα(2,6)gal wat juist meer op de kalkoenerytrocyten te vinden is. (1)
De hemagglutinatie-remmingsreactie wordt behalve bij humane influenza ook gebruikt voor o.a. het detecteren van antistoffen tegen mazelen en rubella (rode hond). (13)

Bij de hemagglutinatietiter bepaling (HA) wordt aan een serie virusverdunningen een standaard hoeveelheid erytrocyten toegevoegd. Bij een voldoende hoeveelheid virus, vindt er hemagglutinatie plaats (de erytrocyten binden aan het hemagglutinine van het virus), waardoor in het welletje van de microtiterplaat een egale zwakrode bodem te zien is. Als er geen hemagglutinatie plaatsvindt, dan zakken de erytrocyten naar de punt van het welletje, waardoor er een rood puntje in het midden van het welletje te zien is (zie figuur 2).
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Figuur 2: wel en geen hemagglutinatie in een 96wellsplaat bij de HA 
De HA-bepaling wordt bijvoorbeeld gebruikt om de concentratie virus te bepalen. Ook wordt de HA-bepaling gedaan voordat aan de HAR wordt begonnen zodat te weten wordt gekomen hoeveel het virus verdund moet worden om tot twee of vier HA-eenheden te komen (zie bijlage 1).
Met de hemagglutinatie-remmingsreactie (HAR) kunnen antilichamen tegen (aviaire) influenza in serum worden gedetecteerd. Het hemagglutinine van het virus bindt aan receptoren op erytrocyten, waardoor er agglutinatie van de erytrocyten optreedt. Antistoffen in het serum tegen het influenza virus kunnen deze reactie remmen. 
In de hemagglutinatie-remmingsreactie (HAR) wordt aan een serie verdunningen van het serum een gestandaarde hoeveelheid virus (met bekende HA-titer) en een standaard hoeveelheid erytrocyten toegevoegd. Als er voldoende antistoffen in het serum aanwezig zijn gericht tegen het virus, dan hechten ze aan het hemagglutinine van het virus en kunnen de erytrocyten niet meer binden aan het hemagglutinine. De erytrocyten zakken dan naar de punt van het welletje, waardoor er een rode punt ontstaat (zie figuur 3).

De HAR-titer wordt afgelezen als het omgekeerde van de hoogste verdunning waar geen agglutinatie optreedt. (zie bijlage 1).
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 Figuur 3: geen en wel hemagglutinatie in een 96wellsplaat bij de HAR 
3.3 De microneutralisatie-assay
Om de uitslag van de hemagglutinatie-remmingsreactie te kunnen bevestigen is de ontwikkeling van een tweede test noodzakelijk. Ook omdat een andere test misschien gevoeliger is dan de HAR. Dit is ook van belang bij een eventuele uitbraak van het H5N1 subtype. De microneutralisatie-assay zou geschikt kunnen zijn om humane antistoffen tegen aviaire influenza te meten. 
De microneutralisatie-assay wordt ook al toegepast om antistoffen tegen o.a. het poliovirus (13) en het denguevirus (21) te kunnen detecteren. Er bestaat ook een snelle microneutralisatie-assay. Hierbij worden losse cellen, het virus en het serum tegelijk bij elkaar gevoegd, de cellen moeten gaan hechten terwijl ze geïnfecteerd kunnen worden (3).

Nadat de juiste virusverdunning is bepaald met de cellELISA kan de microneutralisatie-assay worden uitgevoerd. Bij deze test wordt serum geïncubeerd met virus en op een monolayer gebracht. Het virus moet dan van te voren worden verdund tot de juiste verdunning. 100TCID50 is de virusverdunning die standaard gebruikt voor de microneutralisatie-assay, maar deze waarde is waarschijnlijk niet optimaal voor aviaire influenza. Daarom wordt ook de virusverdunning behorende bij een OD450 van 1,5 meegenomen in de assay. 

In figuur 4 is te zien hoe de extinctie hoort te lopen bij een positief en een negatief monster. 
Bij een positief monster bevat het serum de juiste antistoffen en wordt het virus geneutraliseerd. Dit betekent dat de antistoffen op een zodanige manier aan het virus binden dat het virus geen interactie met de cellen meer kan aangaan en de cellen niet meer kan infecteren. Er worden dan geen viruseiwitten (nucleoproteïnen) aangekleurd en een lage extinctie wordt gemeten. Naarmate het serum verder wordt uitverdund blijft er minder antistof over om al het virus te neutraliseren en gaat de extinctie omhoog. Bij een negatief monster wordt het virus niet geneutraliseerd, dus worden de cellen geïnfecteerd en wordt continu een hoge extinctie gemeten.
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Autoagglutinatiecontrole: 25 µl verdunningsvloeistof  + 25 µl serum + 50 µl ery’s 


Figuur 4: voorbeeld microneutralisatie-assay met een positief (paarse lijn) en een negatief monster(blauwe lijn)
3.4 MDCK-cellen
Met behulp van verschillende technieken wordt een extra cellijn gescreend, de MDCK(NBL-2) cellen, op geschiktheid voor de microneutralisatie-assay om humane antistoffen tegen aviaire influenza te detecteren.

MDCK (Madin Darby canine kidney) zijn niercellen afkomstig van een volwassen Cocker Spaniël uit 1958. De cellen vormen een monolayer en lijken op epitheelcellen. MDCK-cellen worden voornamelijk gebruikt voor infectie door influenza A en B. De MDCK(NBL-2) cellen bezitten beide receptoren SAα(2,3)gal en SAα(2,6)gal, maar de hoeveelheid daarvan verschilt per cel. Sommige cellen bevatten veel SAα(2,3)gal, anderen veel SAα(2,6)gal of van beide receptoren veel of juist van beide weinig. (1,14)
Andere virussen waardoor de cellen ook kunnen worden geïnfecteerd zijn vaccinia, arbovirussen en arenavirussen. De MDCK cellen worden toegepast in de virologie, celbiologie en biotechnologie.(9)
Tijdens het screenen van de MDCK(NBL-2) cellen wordt ook vastgesteld wat de maximale hoeveelheid trypsine is wat de cellen aankunnen. Het influenza virus heeft een protease zoals trypsine nodig om de cellen te kunnen infecteren. Bij een te hoge concentratie trypsine gaan de cellen dood.

3.5 De ELISA

Om antistoffen tegen aviaire influenza te kunnen detecteren wordt ook een ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) ontwikkeld. 
De ELISA heeft als voordeel ten opzichte van de microneutralisatie-assay dat de antistoffen alleen maar hoeven te binden aan het virus en het niet hoeven te neutraliseren. 
Nadeel is dat er veel crossreactiviteit plaatsvindt, bijv. andere hemagglutinines uit het serum (gericht tegen humane influenza) zorgen voor een vals-positieve uitslag.
De ELISA wordt al gebruikt in de diagnostiek voor het opsporen van antistoffen tegen o.a. het mazelen- , rubella- en bofvirus. (13)

De ELISA kan op verschillende manieren worden uitgevoerd, zie tabel 1. Bij de Sandwich ELISA wordt het antistof op de plaat gecoat en kan de antigenconcentratie worden bepaald. Bij de gewone ELISA wordt de antistoftiter bepaald en het antigen op de plaat gecoat.

Er is ook nog verschil tussen een directe of indirecte ELISA, bij de indirecte ELISA wordt een tweede antistof (conjugaat) aan het eerste antistof gebonden. (20)
In dit onderzoek is gekozen voor de indirecte ELISA (blauw gekleurd in de tabel) omdat, in tegenstelling tot de sandwich ELISA, de antistoftiter tegen het influenzavirus bepaald dient te worden (20). Er is gekozen om het virus geheel op de plaat te coaten, dit wordt een whole virus ELISA genoemd.

Tabel 1: beschrijving van 4 verschillende ELISA’s 
	ELISA
	 

	Direct
	1) antigeen

	 
	2) antistof (conjugaat)

	Indirect
	1) antigeen

	 
	2) antistof

	 
	3) anti-species conjugaat

	Sandwich
	1) antistof

	direct
	2)antigeen

	 
	3) tweede antilichaam (conjugaat)

	Sandwich
	1) antistof

	indirect
	2)antigeen

	 
	3) tweede antilichaam 

	 
	4) anti-species conjugaat tegen tweede antilichaam


De belangrijkste stappen van de indirecte ELISA zijn als volgt (zie ook figuur 5):
1) Het virus wordt op een microtiterplaat gecoat en daarna wordt er geblokkeerd om aspecifieke binding van de antilichamen tegen te gaan. 
2) Daarna wordt het serum of plasma opgebracht. De antistoffen uit het serum kunnen nu aan het virus binden. 

3) Dan volgt incubatie met een conjugaat (tweede antistof) dat gelabeld is. Dit wil zeggen dat het conjugaat chemisch gekoppeld is aan een enzym zoals bij deze ELISA peroxidase. Het conjugaat is gericht tegen de antistoffen uit het serum of plasma.

4) Het label wordt zichtbaar gemaakt door een substraat toe te voegen, TMB, dat omgezet wordt door het enzym en er een kleurvorming ontstaat. Hoe meer gebonden antistoffen aanwezig, hoe meer conjugaat gebonden wordt en hoe meer kleurstof er uiteindelijk ontstaat.
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Figuur 5: De ELISA schematisch weergegeven in vier stappen
Als de ELISA werkt en de achtergrond laag genoeg is kan de optimale virusverdunning bepaald worden door een reeks virusverdunningen te testen samen met een reeks serumverdunningen, dit wordt een schaakbordtitratie genoemd.

Nadat de optimale virusverdunning is bepaald kan een schaakbordtitratie worden gedaan met een reeks conjugaatverdunningen en de serumverdunningen, zo kan de optimale conjugaatverdunning bepaald worden. 

4. Materiaal & methoden
4.1 De hemagglutinatie-remmingtiterbepaling (HAR)

Een hemagglutinatieremming-titer bepaling is uitgevoerd op 40 plasmamonsters verkregen van het NVI (Nederlands Vaccin Instituut) met het H3N2 virus (A/California/7/04 A11-F tAN3 11/04-16/04/2007). Voor de uitvoering van de hemagglutinatieremming-titer bepaling zie bijlage 1: Hemagglutinatietiter (HA) en hemagglutinatieremming-titer (HAR) bepaling t.b.v. influenza serologie. De monsters met een hoge HAR-titer zijn gebruikt voor het opzetten van de ELISA.
Voordat aan de HAR wordt begonnen moeten aspecifieke remstoffen die vaak in het serum zitten worden weggewassen met het Receptor Destroying Enzyme (RDE), geproduceerd door de Vibrio cholerae bacterie. De receptoren van mucoproteïnen in het serum die kunnen agglutineren met het virus worden vernietigd door het RDE. (zie bijlage 2: protocol voor RDE behandeling)

4.2 De microneutralisatie-assay
4.2.1 Celkweek
Met behulp van verschillende technieken wordt een extra cellijn gescreend, de MDCK(NBL-2) cellen, op geschiktheid voor de microneutralisatie-assay om humane antistoffen tegen aviaire influenza te detecteren.
Eerst moet er een stock MDCK(NBL-2) cellen worden gemaakt. Hiervoor wordt een ampul met MDCK(NBL-2) cellen met passagenummer 65 (bewaard bij -135ºC) ontdooid. Voor het ontdooien van cellen zie bijlage 3: Influenza kweek.
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Autoagglutinatiecontrole: 25 µl verdunningsvloeistof  + 25 µl serum + 50 µl ery’s 

Daarna kunnen de cellen worden doorgezet, dit gebeurt doorgaans in een kweekfles met een oppervlakte van 75 cm² (zie figuur 6). Het medium wordt van de cellen afgezogen en de cellaag wordt twee keer gewassen met 10 ml PBS (0,01 M Phosphate Buffered Saline, pH7,2). 1 ml trypsine (2,5 mg/ml) wordt op de cellaag gebracht en ca 5-10 minuten geïncubeerd bij 37ºC. De getrypsiniseerde cellaag wordt opgenomen in 9 ml medium (EMEM Biowhittaker + 10% FSC + 0,4% Penicilline / Streptomycine + 1% non-essentiële aminozuren) en gecentrifugeerd 10’ 1000rpm. Het pellet wordt geresuspendeerd in ca. 10 ml medium. De cellen kunnen geteld worden m.b.v. de telkamer van Bürker (zie bijlage 6: de telkamer van Bürker). Een bepaalde hoeveelheid celsuspensie met een bekende hoeveelheid cellen/ml wordt in een nieuwe kweekfles gebracht en met medium aangevuld tot 15 ml. De hoeveelheid is afhankelijk van wanneer de cellen weer doorgezet worden en/of gebruikt worden voor andere doeleinden zoals infectie door Influenza. De MDCK(NBL-2) cellen kunnen worden doorgezet tot ongeveer passagenummer 84, daarna worden de cellen slechter van kwaliteit. Voor algemene informatie over het doorzetten van MDCK-cellijnen zie bijlage 3: het aanhouden van cellijnen. 

Voor het maken van een stock MDCK(NBL-2) cellen wordt een grote hoeveelheid celsuspensie (2·106 cellen/ml, passagenr. 69) uitgevuld in ampullen en bewaard bij -135ºC. Voor het invriezen van cellen zie bijlage 4: protocol Influenza kweek.

                                                                      Figuur 6: Corning® cell culture flasks surface area 75 cm2
Hierna kan worden vastgesteld na hoeveel dagen een 100% confluentie wordt bereikt in de microtiterplaat en hoeveel cellen per well daarvoor moeten worden gebruikt. Voor deze test worden verschillende concentraties cellen per ml op de microtiterplaat gebracht en na twee en drie dagen wordt de confluentie bekeken. Bekend is dan welke concentratie cellen/ml gebruikt kan worden in de microtiterplaat voor de cellELISA en de microneutralisatietest. 

Er wordt ook gekeken wat de maximale hoeveelheid trypsine is wat de cellen aankunnen.
De test wordt uitgevoerd in T25 kweekbakjes met MDCK(NBL-2) cellen met 100% confluentie. Een verdunningsreeks met verschillende concentraties TPCK-treated trypsine (2,5 mg/ml) is gemaakt en wordt op de cellen gebracht. De bakjes worden 4 dagen lang elke dag bekeken.

4.2.2 Het opkweken van influenza A H7N3
Het virus dat opgekweekt en gebruikt wordt voor de serologische testen is het laag pathogene aviaire influenzavirus H7N3 (A/Mallard/NL/12/00), geïsoleerd uit een wilde eend (mallard) in Nederland in het jaar 2000. 

De maximale virusopbrengst wordt bepaald van infectie van MDCK(NBL-2) cellen door H7N3 (A/Mallard/NL/12/00 20-807 E3/tAN3 03/10-06/10/2006). T25 flesjes met een 100% monolayer worden geïnfecteerd met virusconcentraties van 10, 1, 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 en 10-5 µl per T25 flesje. Dit wordt gedaan door van 7 T25 flesjes met MDCK(NBL-2) cellen het medium van de cellen af te zuigen. Er wordt twee keer gewassen met 4 ml PBS. 1 ml infectiemedium (EMEM Biowhittaker + 0,4% Penicilline / Streptomycine + 1% non-essentiële aminozuren) + 0,7 µg/ml TPCK treated trypsine wordt aan elk flesje toegevoegd. Er wordt één uur geïncubeerd bij 37ºC en 5% CO2. Daarna wordt er nog 5 ml infectiemedium + trypsine aan elk flesje toegevoegd. Elke dag wordt de CPE (cytopathologisch effect) bekeken tot 4los (zie tabel 2). Bij 4los is de gehele monolayer verdwenen. Als de cellaag 4los is, wordt de vloeistof uit de flesjes gecentrifugeerd (10’ 3000rpm). 
Tabel 2: CPE waarden van MDCK(NBL-2) cellen geïnfecteerd door H7N3
	CPE
	% gaten in de monolayer

	1
	0-25

	2
	25-50

	3
	50-75

	4
	75-100

	4los
	100


Een hemagglutinatietiterbepaling (HA) wordt gedaan zodat te zien is bij welke concentratie virus/bakje de virusopbrengst het hoogst is. Hiervoor wordt een microtiterplaat gebruikt met V-bodem (Greiner Bio-One). 50 µl PBS (0,01 M Phosphate Buffered Saline, pH7,2) wordt aan elke well toegevoegd. 50 µl van elke virusverdunning wordt aan rij H toegevoegd en doorverdund tot rij A, uit rij A wordt 50 µl verwijderd. Een positieve controle (H7N3 A/Mallard/NL/12/00 20-807 E3/tAN2/MDCK(NBL-2) met HA-titer van 32) en een negatieve controle (PBS) wordt meegenomen.50 µl 1% paardenerytrocytensuspensie wordt aan elke well toegevoegd, de plaat wordt 15 seconden geschud en na 1 uur incubatie bij 4ºC kan de plaat worden afgelezen.
De TCID50 wordt bepaald door middel van een virustitratie, zie bijlage 5: protocol virustitratie. De virusconcentratie waarbij de opbrengst het hoogst is wordt hiervoor gebruikt. In een microtiterplaat met een twee dagen oude monolayer van MDCK(NBL-2) cellen aangelegd met 3,0 ·105 cellen/ml wordt het virus (H7N3 A/Mallard/NL/12/00 22dec06 E3/tAN3/MDCK(NLB-2) 10-1 μl 03/10-06/10/2006) aangebracht dat steeds tienvoudig wordt doorverdund. Op dag 4, 5 en 6 wordt de CPE bekeken. 
Met behulp van de formule van Spearman en Kärber kan de TCID50 worden berekend:

TCID50/ml = Xo – d/2 + d/n ΣXt 
Xo : het positieve logaritme van de sterkste verdunning, waarbij alle testobjecten positief reageren. 

d: de dosisafstand in logaritmen. 

n: het aantal van de per verdunning gebruikte testobjecten. 

ΣXt: de som van alle testobjecten die op de infectie positief reageerden, vanaf die bij verdunning Xo.

De TCID50 (50% tissue culture infectious dose) is de hoeveelheid virusdeeltjes die nodig zijn om de helft van de cellen te infecteren.
4.2.3 Cell-ELISA

Een cell-ELISA wordt uitgevoerd ter voorbereiding van de microneutralisatie-assay. 
Zie voor de beschrijving van de test bijlage 7: protocol  Cell-ELISA en IPMA  versie 4.

Voor de cell-ELISA wordt een microtiterplaat gebruikt met een twee dagen oude monolayer van MDCK(NBL-2) cellen aangelegd met een concentratie van 3,0 ·105 cellen/ml.   Het virus dat is gebruikt is H7N3 (A/Mallard/NL/12/00 E3/tAN/MDCK-1 11/12-18/12/06 20-807 20dec2006). Het infectiemedium voor MDCK(NBL-2) cellen bevat EMEM Biowhittaker medium + 0,4% Penicilline / Streptomycine + 1% non-essentiële aminozuren + 0,75 µg/ml TPCK treated trypsine.
Tegelijkertijd met de cellELISA wordt de IPMA uitgevoerd.
De cellELISA-TCID50 kan worden berekend door de extinctiewaarden te veranderen in positief of negatief (door twee keer het gemiddelde van de negatieve controle eraf te trekken) en dan de formule van Spearman en Kärber in te vullen.
Deze waarde wordt vermenigvuldigd met 100 (100 TCID50) en deze virusverdunning kan naast de virusverdunning behorende bij een OD van 1,5 worden gebruikt voor de microneutralisatie-assay. 

4.2.4 Microneutralisatie-assay
Zie voor de uitvoering van de test bijlage 8: protocol microneutralisatie voor influenza H-subtype stam specifieke antistof bepaling.
De sera die gebruikt tijdens de microneutralisatie-assay zijn afkomstig van mensen die in 2003 tijdens de vogelpestuitbraak in Nederland in aanraking zijn geweest met de besmette dieren, zoals medewerkers van het RVV (Rijksdienst ter keuring van Vee en Vlees), dierenartsen, ruimers en medewerkers van de besmette bedrijven. De antistoftiter tegen H7N7 is bepaald met de HAR, een aantal monsters hebben een hoge HAR-titer tegen H7N7. 
De eerste microneutralisatie-assay wordt uitgevoerd op twee steriele microtiterplaten met een twee dagen oude monolayer van MDCK(NBL-2) cellen aangelegd met 3,0 · 105 cellen/ml. Het virus dat gebruikt wordt is H7N3(A/Mallard/NL/12/00 20-807 20dec06 E3/tAN/MDCK-1 11/12-18/12/2006). Een aantal humane sera worden gebruikt waarvan de HAR-titer bekend is, waaronder een negatief monster met een zeer lage HAR-titer.
Voor de microneutralisatie-assay die hierna wordt uitgevoerd worden weer twee steriele microtiterplaten gebruikt met een twee dagen oude monolayer van MDCK(NBL-2) cellen aangelegd met 3,0 · 105 cellen/ml. Het virus dat wordt gebruikt is H7N3 (A/Mallard/NL/12/00 E3/tAN3/MDCK(NBL-2)2 12/02-14/02/2007). De serummonsters die gebruikt worden staan in tabel 3 met de bijbehorende HAR-titer. De sera zijn RDE voorbehandeld (zie paragraaf 4.1). De sera zijn dus al 10x verdund, het positieve kippenserum (kipα-H7) wordt daarom ook 10x verdund.
Tabel 3: sera gebruikt voor de microneutralisatie-assay
	serummonsters
	HAR-titer

	nr. 2
	0

	nr. 21
	80

	nr. 8
	160

	nr. 109
	160

	kipα-H7
	80


Het infectiemedium bestaat uit EMEM Biowhittaker medium + 0,4% Penicilline / Streptomycine + 1% non-essentiële aminozuren + 0,75 µg/ml TPCK treated trypsine. Het wasmedium bestaat uit EMEM Biowhittaker medium + 0,4% Penicilline / Streptomycine.
4.3 De ELISA
4.3.1 Voorbereiding
Net als bij de microneutralisatie-assay is voorbereiding nodig voordat de ELISA kan worden uitgevoerd. 

De H7N3 (A/Mallard/NL/12/00 12/02-14/02/2007 E3/tAN3/MDCK-NBL2(2) 14feb07) en H3N2 (A/California/7/04 A11-F tAN2 03/11-08/11/2006 05dec07) virussen worden opgekweekt zodat een virusvoorraad beschikbaar is. De maximale opbrengst van de virussen na infectie van de cellen wordt bepaald door het nemen van verschillende concentraties virus per bakje cellen. Als de cellen 4los (100% CPE) zijn wordt de HA-titer bepaald, de virusconcentratie met de hoogste HA heeft de hoogste opbrengst. Ook de TCID50 van de virussen wordt bepaald. Een virusvoorraad wordt aangemaakt met die virusverdunning met de hoogste opbrengst, zodat niet iedere keer opnieuw hoeft te worden gekweekt en de optimale virusverdunning getest hoeft te worden.
De plaat die wordt gebruikt om de ELISA op te zetten is een maxisorp plaat, deze heeft een hoge positieve lading en bindt daardoor veel, maar ook veel aspecifiek. Later wordt een polysorp plaat (lagere positieve lading, maar wel specifieker) vergeleken met de maxisorp plaat. Er is ook verschil tussen F en C platen, de welletjes van de C plaat lopen rond af en dit wast beter, terwijl de bodem van de F platen plat zijn, dus is gekozen voor de C plaat.

De plaat coaten gebeurt met ongezuiverd virus, het virus is wel gecentrifugeerd (10‘ 3000 rpm) zodat de celresten verwijderd zijn.

Het ELISA-protocol dat samengesteld is, is gebaseerd op een protocol van het RIVM (zie bijlage 10: ELISA Protocol for Human H5N1 serum detection) en twee artikelen (3, 16) en is te vinden in bijlage 9: ELISA protocol.
4.3.2 ELISA met kipα-H7 en H7N3 en Anti-chicken IgG

De ELISA wordt eerst getest met kippenserum (kipαH7 met een HAR-titer van 80). Het virus dat gecoat wordt is H7N3 (A/Mallard/NL/12/00 12/02-14/02/2007 E3/tAN3/MDCK-NBL2(2) 14feb07). Als conjugaat wordt IgGα-kip gebruikt. De gebruikte plaat is een C96 maxisorp nuncimmunoplate.
4.3.3 ELISA met humaan plasma en H3N2 en Anti-Human IgAGM
Als blijkt dat de ELISA werkt met kippenserum kan verder worden gegaan met humaan serum. Maar omdat van de positieve sera verkregen uit 2003 niet veel beschikbaar is en hier zuinig mee moet worden omgegaan worden voor de ELISA plasmamonsters gebruikt verkregen van het NVI (Nederlands Vaccin Instituut). Deze monsters zijn afkomstig van mensen gevaccineerd met het griepvaccin. De eerste bloedafname was op de dag van vaccineren, de tweede afname twee/drie weken na de vaccinatie. De HAR-titer tegen het H3N2 virus is bepaald van 40 monsters van de tweede bloedafname. De monsters met een HAR-titer van 640 tegen H3N2 worden gebruikt voor de ELISA. 
Het virus dat is gebruikt is H3N2(A/California/7/04 A11-F tAN3 11/04-16/04/2007 17apr07) opgekweekt op tAN cellen en als conjugaat is Peroxidase labeled Goat Anti-Human IgA+IgG+IgM(H+L) gebruikt. De gebruikte plaat is een C96 maxisorp nuncimmunoplate.

Bij deze ELISA zijn 4 verschillende wasprocedures uitgeprobeerd om te onderzoeken of de manier van wassen verschil uitmaakt. Dit zijn wassen in de plate washer, met een handmatig wasapparaatje of wassen met een 12-kanaalspipet met of zonder tijdens het (vier keer) wassen de platen uitslaan. Bij alle wasprocedures worden na het (vier keer) wassen de platen uitgeslagen.

Een extra controle wordt meegenomen, de celcontrole, dat afkomstig is van een bakje tAN cellen (tertiaire apenniercellen) waar het H3N2 virus op wordt gekweekt. Op dit bakje wordt geen virus gebracht (viruscontrole), het supernatant (celmedium) wordt gecentrifugeerd (10’ 3000rpm) om celresten te verwijderen en wordt als controle in de ELISA gebruikt om de achtergrond te bepalen van het medium (+ eventuele celresten) waar het virus in zit. 
4.3.4 ELISA zonder sera om achtergrond te bepalen
Een maxisorp en polysorp C96 nunc immunoplate plaat wordt gecoat met H7N3(A/Mallard/NL/12/00 12/02-14/02/2007 E3/tAN3/MDCK-NBL2(2) 14feb07) zodat de verschillen in achtergrond tussen beide platen kan worden bekeken. Om te kijken waardoor de achtergrond ontstaat wordt het serum weggelaten.
Een ELISA wordt uitgevoerd met een celcontrole met of zonder vriesdooien op een polysorp en maxisorp plaat. Twee cellijnen worden getest: MDCK(NBL-2) cellen omdat daar H7N3 op gekweekt is en tAN-cellen omdat daar H3N2 op gekweekt is.

De celcontroles worden verkregen door uit een T25 flesje met een MDCK(NBL-2) monolayer en een T25 flesje met een tAN monolayer 2 ml supernatant te halen en te centrifugeren (10’ 3000rpm). Dit zijn de celcontroles zonder vriesdooien. Voor de celcontroles met vriesdooien worden de twee flesjes drie keer gevriesdooid (zodat de cellen kapot gaan wat ook gebeurd als de cellen worden geïnfecteerd met virus) en gecentrifugeerd (10’ 3000rpm). 
4.3.5 ELISA met H3N2 en humaan plasma en met H7N3 en kipα-H7 op maxisorp en polysorp platen
Een ELISA wordt uitgevoerd met humaan plasma met een HAR-titer van 640 tegen H3N2. Een maxisorp en polysorp plaat wordt gecoat met H3N2(A/California/7/04 A11-F tAN3 11/04-16/04/2007 17apr07).
Ook wordt een ELISA uitgevoerd met kippenserum (kipα-H7 met een HAR van 80 tegen H7). Een maxisorp en polysorp plaat wordt gecoat met H7N3(A/Mallard/NL/12/00 12/02-14/02/2007 E3/tAN3/MDCK-NBL2(2) 14feb07). Voor beide ELISA’s wordt Peroxidase labeled Goat Anti-Human IgA+IgG+IgM(H+L) als conjugaat gebruikt.
5. Resultaten
5.1 De Hemagglutinatieremming-titer bepaling (HAR)

Een hemagglutinatieremming-titer bepaling is uitgevoerd op 40 plasmamonsters verkregen van het NVI met het H3N2 virus (A/California/7/04 A11-F tAN3 11/04-16/04/2007). De monsters met een hoge HAR-titer worden later gebruikt voor het opzetten van de ELISA. 
Als eerste is een HA-bepaling op H3N2 uitgevoerd om de juiste titer te verkrijgen voor de HAR. Het virus heeft een HA-titer van 8 bij een 1:2 verdunning en 6 bij een 1:3 verdunning, het gemiddelde wordt hiervan genomen. Het virus wordt verdund tot 4 HA-eenheden: 7/4 = 1,75. Dus het virus is 1,75 keer verdund. 
De verkregen HAR-titers van de 40 plasmamonsters varieerden tussen de 20 en 640, zie tabel 4. In figuur 7 is het resultaat te zien van de eerste vijf monsters in duplo van beneden naar boven doorverdund (rood omlijnd). De virusterugtittratie (blauw omlijnd) ter controle van de HA-titer was goed, deze gaf een HA-titer van 4 aan. De autoagglutinatiecontrole (zonder virus, geel omlijnd) was negatief en de erycontrole (zonder virus en plasma, paars omlijnd) was ook negatief. 

Tabel 4: de HAR-titers van de 40 plasmamonsters van het NVI
	monster nr
	HAR-titer
	monster nr
	HAR-titer
	monster nr
	HAR-titer
	monster nr
	HAR-titer

	1
	320
	12
	40
	22
	640
	33
	320

	2
	80
	13
	320
	23
	160
	34
	320

	3
	80
	14
	80
	24
	160
	35
	160

	5
	20
	15
	80
	25
	160
	37
	40

	6
	160
	16
	160
	26
	160
	38
	320

	7
	320
	17
	640
	27
	160
	39
	640

	8
	640
	18
	80
	28
	160
	41
	640

	9
	80
	19
	160
	29
	80
	42
	80

	10
	160
	20
	80
	30
	160
	43
	80

	11
	640
	21
	320
	32
	640
	44
	40
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Figuur 7: resultaat van de  hemagglutinatieremming-titer bepaling van de eerste vijf monsters
5.2 De microneutralisatie-assay

5.2.1 Celkweek
Er is vastgesteld dat de MDCK(NBL-2) cellen met een concentratie van 3,0 ·105 cellen/ml na twee dagen gegroeid te hebben in een microtiterplaat een 100% confluentie bereiken.
Ook is vastgesteld dat met een concentratie van 2,0 ·105 cellen/ml gegroeid op een microtiterplaat na drie dagen een 100% confluentie wordt bereikt. In figuur 8 zijn de MDCK(NBL-2) cellen te zie met een 100% confluentie.
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Figuur 8: MDCK(NBL-2) cellen 100% confluent
Ook is de hoeveelheid trypsine bepaald die de cellen subtoxisch aankunnen. Hiervoor is een TPCK-treated trypsine concentratie bepaling uitgevoerd in T25 flesjes met cellen (100% confluent):
De concentraties trypsine die getest zijn zaten tussen 0,25 en 1,75 µg/ml, de confluentie was bij 0,75 µg/ml nog 100% en daalde tot 50% bij 1,00 µg/ml. Voor een nauwkeurigere bepaling is een nieuwe trypsine bepaling uitgevoerd met concentraties tussen 0,5 en 1,0 µg/ml, zie tabel 5.
Bepaald is dat 0,7 µg/ml TPCK-treated trypsine de hoogste concentratie is waarbij de cellen net niet aangetast worden.
Tabel 5:  trypsine concentratie bepaling
	Conc.trypsine (µg/ml)
	Na 1 dag (confluentie %)
	Na 2 dagen (confluentie %)
	Na 3 dagen (confluentie %)
	Na 4 dagen (confluentie %)

	0
	100
	100
	100
	100

	0,5
	100
	100
	100
	100

	0,6
	100
	100
	100
	100

	0,7
	100
	100
	100
	100

	0,8
	98
	100
	100
	100

	0,9
	95
	50
	90
	95

	1,0
	90
	95
	100
	100


5.2.2 Het opkweken van influenza A H7N3
De maximale opbrengst is bepaald van infectie van MDCK(NBL-2) cellen door het H7N3 virus, zie paragraaf 5.2.2. T25 flesjes met een 100% confluentie zijn geïnfecteerd met een aantal virusconcentraties. Het resultaat is te zien in tabel 6. 
Tabel 6: resultaat maximale opbrengst bepaling
	µl virus/T25 flesje
	CPE na 1 dag 
	CPE na 2 dagen 
	CPE na 3 dagen 
	CPE na 4 dagen 

	10
	2
	4L
	
	

	1
	1
	4L
	
	

	10-1
	1
	4L
	
	

	10-2
	1
	4L
	
	

	10-3
	1
	4
	4L
	

	10-4
	1
	4
	4L
	

	10-5
	1
	3/4
	3/4
	4L


Vervolgens is de HA-titer bepaald. In figuur 9 is het resultaat van de hemagglutinatietiter bepaling te zien van het H7N3 virus dat opgekweekt is met virusconcentraties van 10, 1, 10-1,10-2, 10-3, 10-4 en 10-5 µl per T25 flesje met MDCK(NBL-2) cellen. In de figuur is in kolom 1 de negatieve controle, in kolom 2 de positieve controle en daarna de virusconcentraties te zien van beneden naar boven doorverdund.
Af te lezen is dat bij een hoeveelheid van 1 µl en 10-1 µl virus per flesje de HA-titer het hoogste is: een HA van 16. Bij deze hoeveelheden virus per T25 flesje is de virusopbrengst dus het hoogst. Gekozen is voor de hoeveelheid van 10-1 µl virus per flesje om met deze hoeveelheid een grote hoeveelheid H7N3 van op te kweken die gebruikt kan worden voor diverse serologische testen.
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Figuur 9: resultaat van de hemagglutinatietiter bepaling

Er is een TCID50 bepaling uitgevoerd op het zelf gekweekte H7N3 (A/Mallard/NL/12/00 03/10-06/10/06 E3/tAN3/MDCK-NBL2 10-1 µl). Op dag 4, 5 en 6 is de CPE bekeken van de welletjes met de verschillende virusconcentraties. In tabel 7 is het aantal welletjes te zien die CPE vertonen. Per virusverdunning zijn 8 welletjes getest.
Tabel 7: Resultaat TCID50 bepaling
	
	Dag4
	Dag 5
	Dag 6

	virusverdunning
	Aantal welletjes met CPE

	10-1
	8
	8
	8

	10-2
	8
	8
	8

	10-3
	8
	8
	8

	10-4
	8
	8
	8

	10-5
	8
	8
	8

	10-6
	7
	7
	7

	10-7
	4
	4
	4

	10-8
	0
	0
	0

	10-1
	0
	0
	0

	10-1
	0
	0
	0

	10-1
	0
	0
	0

	celcontrole
	0
	0
	0


De TCID50 is berekend volgens de formule van Spearman en Kärber: 

TCID50/ml = Xo – d/2 + d/n ΣXt  = 5 – ½ + 1/8*19 = 6,87

→ verdunning van 10-6,87 / 0,1 ml → 7,4 * 106 / 0,1 ml = 7,4 * 107 / ml
Het H7N3 virus met 10-1  verdunning heeft een TCID50 van 7,4 ·107 /ml.

5.2.3 CellELISA
De cellELISA is drie keer uitgevoerd met H7N3 op MDCK(NBL-2) cellen in viervoud. In figuur 10 zijn de resultaten te zien per cellELISA, het gemiddelde van de vier resultaten is genomen. Bij cellELISA 1 en 2 is begonnen met een 10 keer virusverdunning, het steile gedeelte van de s-curve werd nog niet bereikt, dus is bij de cellELISA 3 met een verdunning van 640x begonnen, nu is de s-curve wel helemaal te zien. 
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Figuur 10: drie keer cellELISA met H7N3 op MDCK(NBL-2) cellen
In figuur 11 worden de resultaten van cellELISA’s met H7N3 en drie verschillende cellijnen weergegeven: tAN, MDCK-I en MDCK(NBL-2) cellen. De cellELISA met de MDCK(NBL-2) cellen is cellELISA 1 uit figuur 10. In de figuur is te zien dat de lijn van de cellELISA met MDCK(NBL-2) cellen veel hoger ligt dan die van de andere cellijnen en het steile gedeelte van de s-curve nog niet bereikt is. Dit wil zeggen dat er bij dezelfde virusverdunning meer viruseiwitten worden aangekleurd, dus waarschijnlijk meer MDCK(NBL-2) cellen worden geïnfecteerd. De MDCK(NBL-2) cellijn lijkt gevoeliger voor H7N3 dan de andere cellijnen, dit kan gunstig zijn voor het uitvoeren van de microneutralisatie-assay.
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Figuur 11: CellELISA met MDCK-NBL2 in vergelijking met andere cellijnen
De cellELISA-TCID50 is berekend met de resultaten van cellELISA 3. Hiervoor is het gemiddelde van de vier negatieve controles genomen (0,2975), vermenigvuldigd met 2 (0,595). Dit getal wordt afgetrokken van de extincties die gemeten zijn, een getal boven de nul wordt positief genoemd, een getal beneden de nul negatief. Zie tabel 9.
Tabel 9: de gemeten extincties behorende bij  cellELISA 3 met H7N3  
	 
	640
	1280
	2560
	5120
	10240
	20480
	40960
	81920
	163840
	327680
	655360
	nc

	A
	2.342
	2.399
	1.824
	1.597
	1.275
	1.037
	0.568
	0.389
	0.479
	0.345
	0.277
	0.329

	B
	2.707
	2.577
	2.5
	2.344
	1.533
	1.54
	1.033
	0.384
	0.381
	0.503
	0.249
	0.286

	C
	2.582
	2.45
	2.366
	2.254
	1.768
	1.356
	0.698
	0.424
	0.446
	0.345
	0.296
	0.255

	D
	2.584
	2.691
	2.417
	2.144
	1.427
	0.827
	0.826
	0.454
	0.584
	0.534
	0.296
	0.32

	 
	640
	1280
	2560
	5120
	10240
	20480
	40960
	81920
	163840
	327680
	655360
	

	A
	pos
	pos
	pos
	pos
	pos
	pos
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	

	B
	pos
	pos
	pos
	pos
	pos
	pos
	pos
	neg
	neg
	neg
	neg
	

	C
	pos
	pos
	pos
	pos
	pos
	pos
	pos
	neg
	neg
	neg
	neg
	

	D
	pos
	pos
	pos
	pos
	pos
	pos
	pos
	neg
	neg
	neg
	neg
	


Nu kan met behulp van de formule van Spearman en Kärber de cellELISA-TCID50 worden berekend. (De formule staat in paragraaf 4.2.2 uitgelegd.) Als de gegevens worden ingevuld in de formule komt hieruit dat de cellELISA-TCID50 4,87 ·105 /ml is.
Een IPMA (Immuno Peroxidase Monolayer Assay) is tegelijk met de cellELISA uitgevoerd. 
De resultaten van de IPMA komen overeen met die van de cellELISA. Bij een hoge extinctie (zie cellELISA 3 in figuur 10) worden de viruseiwitten aangekleurd en zijn bij het resultaat van de IPMA (zie figuren 12 en 13) groepjes roodgekleurde cellen te zien. Dit zijn cellen die geïnfecteerd zijn. In figuur 12 met een lagere verdunning zijn meer roodgekleurde cellen te zien dan in figuur 13. Als de extinctie laag is (bij de virusverdunning van 82.000) worden er geen viruseiwitten aangekleurd, dus worden er geen virussen geproduceerd. Dit is terug te zien in figuur 14, hierop zijn geen geïnfecteerde cellen te zien. In figuur 15 is de controle te zien zonder virus.
[image: image24.bmp][image: image25.bmp]
Figuur 12: IPMA H7N3 640x verdund
                   Figuur 13: IPMA H7N3 10.000x verdund
[image: image26.bmp][image: image27.bmp]
Figuur 14: IPMA H7N3 82.000x verdund

     Figuur 15: IPMA H7N3 negatieve controle 
5.2.4 Microneutralisatie-assay
Als eerst is een microneutralisatie-assay uitgevoerd op MDCK(NBL-2) met H7N3 10.000x verdund. Bij de cellELISA was nog niet de gehele s-curve te zien (zie figuur 10 cellELISA 2 en 3). Om toch de microneutralisatie te kunnen uittesten wordt de virusverdunning behorende bij een OD450 van 1,5 gegokt op 20.000x. Omdat bij de microneutralisatie twee keer zo weinig virus wordt gebruikt wordt de virusverdunning twee keer zo geconcentreerd: 10.000 keer. 
Voor het resultaat van deze microneutralisatie-assay zie bijlage 11. De extincties zijn veel te laag bij de viruscontrole en bij de hoogste serumverdunningen, hierdoor kloppen de uitslagen niet. Het virus is te veel doorverdund.
De microneutralisatie-assay is opnieuw uitgevoerd. De juiste virusverdunning die gebruikt is voor de microneutralisatie-assay is berekend met behulp van cellELISA 3 (figuur 10) waarbij wel de gehele s-curve te zien is. De cellELISA-TCID50 is berekend (paragraaf 5.2.3). Voor de juiste virusverdunning voor de microneutralisatie-assay wordt 100 keer de TCID​​50 genomen: 100 TCID50/50µl (50 µl is de hoeveelheid virus opgebracht) = 2000 TCID50/ml. De TCID50 = 4,87 ·105 /ml → 4,87 ·105/2000 = 244. Dus het virus dient 244 keer verdund te worden voor een optimale microneutralisatie.

Ook is gekeken naar de virusverdunning behorende bij een OD450 van 1,5. Hiervoor is weer het resultaat van cellELISA nr.3 genomen. In figuur 10 bij cellELISA 3 is af te lezen dat dit ongeveer 10.000 keer is. Omdat bij de cellELISA twee keer zo veel virus wordt opgebracht als bij de microneutralisatie, moet de verdunning van 10.000 (ongeveer) twee maal zo geconcentreerd worden, dus de juiste virusverdunning die gebruikt moet worden bij de microneutralisatie-assay is 5000 keer. 
De twee berekende virusverdunningen kunnen worden gebruikt voor de microneutralisatie-assay.

Voor het resultaat van deze microneutralisatie-assay zie bijlage 12 en figuur 16 en 17.
Het positieve monster (kip-anti-H7) heeft bij de virusverdunning van 240x een titer van 640 en alle serummonsters hebben negatieve waarden, dus een titer van 0. Dit betekent dat de cellen zijn geïnfecteerd (het virus is dus niet geneutraliseerd), daardoor wordt een hoge extinctie gemeten. Dit is te zien in figuur 16 waarin de resultaten te zien zijn van het positieve monster (kipα-H7) en de humane sera. 
[image: image28.bmp]
Figuur 16: resultaat microneutralisatie met 240x virusverdunning

Bij de virusverdunning van 5100x heeft het positieve monster (kip-anti-H7) een titer van 2560 (of hoger) en alle serummonsters hebben negatieve waarden, dus een titer van 0. Dit betekent dat een te hoge extinctie is gemeten en dit is te zien in figuur 17 waarin de resultaten te zien [image: image29.bmp]zijn van het positieve monster (kipα-H7) en de humane sera. Het is niet duidelijk waarom de lijnen naar beneden lopen bij de laagste serumverdunningen, misschien komt het doordat het TMB daar als laatste is toegevoegd en minder lang heeft kunnen inwerken.
Figuur 17: resultaat microneutralisatie met 5100x virusverdunning

5.3 De ELISA

5.3.1 ELISA met kipα-H7 en H7N3 en Anti-chicken IgG
De ELISA is getest met kippenserum (kipα-H7) tweevoudig doorverdund en met conjugaat Anti-chicken IgG 30.000 x verdund. Het gebruikte virus was H7N3, onverdund opgebracht en dan tweevoudig doorverdund.
In figuur 18 is te zien dat naarmate het serum verder wordt uitverdund de extinctie omlaag gaat, behalve bij de eerste drie serumverdunningen. Ook is te zien dat naarmate het virus verder wordt uitverdund de extinctie vanaf de 4x verdunning omhoog gaat. Waarschijnlijk is er een overmaat virus aanwezig en kan het virus nog verder worden uitverdund.
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Figuur 18: ELISA gecoat met H7N3 en met kippenserum uitverdund, met een viruscontrole (zonder virus) en een serumcontrole (zonder serum).
De ELISA is nog een keer uitgevoerd met H7N3 en met kippenserum (kipα-H7) en met conjugaat Anti-chicken IgG 30.000 x verdund. Het gebruikte virus is 50x verdund van te voren en dan tweevoudig doorverdund.

Het kippenserum begint ook met een 50x verdunning tweevoudig doorverdund. In figuur 19 is een duidelijke s-curve te zien. Naarmate het virus verder wordt uitverdund, neemt de extinctie af. De optimale virusverdunning ligt tussen de 50x en 100x verdunning. De serumverdunningen liggen vrij dicht bij elkaar.
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Figuur 19: ELISA gecoat met H7N3 50x verdund en met kippenserum uitverdund, met een viruscontrole (zonder virus), een celcontrole en een serumcontrole (zonder serum).
5.3.2 ELISA met humaan plasma en H3N2 en Anti-human IgAGM
Naar aanleiding van de voorgaande resultaten is een ELISA uitgevoerd met H3N2 en een plasmamonster met een HAR van 640. 

Bij deze ELISA zijn 4 verschillende wasprocedures uitgeprobeerd om te kijken of daar verschil in zit. Dit zijn wassen in de plate washer, met een handmatig spoelapparaatje of handmatig wassen (met een 12-kanaalspipet en afzuigen) met of zonder tijdens het (vier keer) wassen de platen uitslaan. Bij alle wasprocedures worden na het (vier keer) wassen de platen uitgeslagen.
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Figuur 20:  ELISA gecoat met H3N2 en 4 verschillende wasprocedures uitgetest met een viruscontrole (zonder virus) en een serumcontrole (zonder serum).
De gemeten extincties kwamen met elkaar overeen, er was dus geen verschil meetbaar tussen de verschillende wasprocedures. Voor het resultaat zie figuur 20 (alle vier de wasprocedures gaven dezelfde grafiek, dus wordt er maar een grafiek getoond). In de grafiek is te zien dat het virus minder uitverdund dient te worden, de plateaufase (het bovenste horizontale gedeelte van de s-curve) is nog niet bereikt.
Naar aanleiding van de vorige resultaten is een ELISA uitgevoerd met onverdund H3N2 gecoat op de plaat, een plasmamonster met een HAR-titer van 640 en als conjugaat is Anti-Human IgAGM gebruikt. 
Bij deze ELISA is de plateaufase wel te zien en af te lezen is dat de optimale viruscoat bij een virusverdunning van 2 ligt (zie figuur 21). De achtergrond en de negatieve controle zijn beide laag, Een extra controle, de celcontrole, is meegenomen om de achtergrond van de celresten te bepalen. Deze controle blijkt vrij hoog te zijn. Bij MDCK(NBL-2) cellen is deze controle juist heel laag (zie de celcontrole in figuur 19). Het verschil kan liggen aan het feit dat de MDCK(NBL-2) celcontrole niet gevriesdooid is en de tAN celcontrole wel.
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Figuur 21: ELISA gecoat met H3N2 onverdund en met verschillende serumverdunningen met een viruscontrole (zonder virus), een serumcontrole (zonder serum) en een celcontrole.
5.3.3 ELISA zonder sera om achtergrond te bepalen
Bij deze ELISA (zie figuur 22) is een maxisorp en polysorp plaat gecoat met H7N3 onverdund opgebracht. Er is geen serum of plasma opgebracht. In de figuur is af te lezen dat een maxisorp plaat een hogere extinctie geeft dan een polysorp plaat, dus de achtergrond bij een maxisorp plaat is lager.
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Figuur 22: ELISA gecoat met H7N3 uitverdund zonder serum op een maxisorp en polysorp plaat
Ook is onderzocht waardoor de celcontroles van de tAN- en de MDCK(NBL-2) cellen zo verschillen. Een ELISA is uitgevoerd met een celcontrole met of zonder vriesdooien op een polysorp en maxisorp plaat, zie figuur 23 en 24. Twee cellijnen zijn getest, MDCK(NBL-2) cellen omdat daar H7N3 op gekweekt is en tAN-cellen omdat daar H3N2 op gekweekt is.
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Figuur 23: celcontroles met (+) of zonder(-) vriesdooien en twee cellijnen op een polysorp plaat
In beide figuren (23 en 24) is te zien dat de celcontroles die gevriesdooid zijn een hogere achtergrond hebben dan de celcontroles die niet gevriesdooid zijn. Dit wordt waarschijnlijk veroorzaakt doordat door het vriesdooien de cellen gelyseerd zijn en de celinhoud is vrijgekomen. Het centrifugeren verwijdert wel de celresten, maar niet de celinhoud.
Als beide grafieken met elkaar worden vergeleken is te zien dat de maxisorp plaat een veel hogere achtergrond geeft dan de polysorp plaat. Dit komt overeen met het feit dat een 

maxisorp plaat meer aspecifiek bindt dan een polysorp plaat. Er is geen opvallend verschil tussen de beide cellijnen.
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Figuur 24: celcontroles met (+) of zonder (-) vriesdooien en twee cellijnen op een maxisorp plaat

5.3.4 ELISA met H7N3 en kipα-H7 en met H3N2 en humaan plasma op maxisorp en polysorp platen
Een ELISA is uitgevoerd met kipα-H7 waarbij H7N3 is gecoat op een maxisorp en polysorp plaat. In figuur 25 bij de ELISA met een maxisorp plaat is af te lezen dat de achtergrond bij een OD van 1,0 ligt, terwijl gewenst is dat de achtergrond niet boven een OD van 0,5 uitkomt. 
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Figuur 25: ELISA met H7N3 op maxisorp plaat met serumverdunningen met een viruscontrole (zonder virus) en een serumcontrole (zonder serum).

In figuur 26 is af te lezen dat bij de ELISA met een polysorp plaat de achtergrond beneden een OD van 0,5 ligt. In de figuur is ook te zien dat de plateaufase nog niet bereikt is. De optimale virusverdunning is dus nog niet bekend.
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Figuur 26: ELISA met H7N3 op polysorp plaat met kipserumverdunningen met een viruscontrole (zonder virus) en een serumcontrole (zonder serum).
Een ELISA is uitgevoerd met humaan plasma waarbij H3N2 is gecoat op een maxisorp en polysorp plaat. In figuur 27 bij de ELISA met een maxisorp plaat is af te lezen dat de achtergrond bij een OD van 1,5 ligt, terwijl gewenst is dat de achtergrond niet boven een OD van 0,5 uitkomt. 
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Figuur 27: ELISA met H3N2 op een maxisorp plaat met serumverdunningen met een viruscontrole (zonder virus) en een serumcontrole (zonder serum).
In figuur 28 bij de ELISA met een polysorp plaat ligt de achtergrond beneden een OD van 0,5, dit is laag genoeg. Ook is af te lezen in figuur 27 dat de optimale coat bij een virusverdunning van 4 ligt.
[image: image15.emf]0

0.5

1

1.5

2

2.5

2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048

virusctr

virusverdunning

OD450

10

20

40

80

160

320

640

serumctr


Figuur 28: ELISA met H3N2 op polysorp plaat met serumverdunningen met een viruscontrole (zonder virus) en een serumcontrole (zonder serum).
6. Conclusie & discussie 

6.1 De microneutralisatie-assay
Met de microneutralisatie-assay is getest of het mogelijk is om humane antistoffen tegen het hoog pathogene influenza A (H7N7) virus te kunnen meten. Het virus dat hiervoor wordt gebruikt is het laag pathogene influenza A (H7N3) virus, omdat de hemagglutinines van deze twee virussen sterk overeenkomen en H7N3 minder gevaarlijk is om mee te werken.

Het is tot heden niet gelukt om met de microneutralisatie-assay met H7N3 en MDCK(NBL-2) cellen humane antistoffen aan te tonen tegen aviaire influenza. De humane sera, met een bekende positieve HAR-titer tegen H7, tonen geen antistoffen tegen H7 aan. Dus de antistoffen gericht tegen H7 neutraliseren het virus niet. Met kippenserum worden wel antistoffen tegen H7 aangetoond. 

Ook met andere cellijnen (MDCK-I en tAN) is de microneutralisatie-assay met H7N3 en humane sera niet gelukt. Met de humane influenzavirussen H1N1 en H3N2 en humane sera is het wel mogelijk om met de microneutralisatie-assay antistoffen tegen de humane virussen aan te tonen. 
Het opzetten van de microneutralisatie-assay is begonnen met het screenen van de MDCK(NBL-2) cellijn op geschiktheid voor de microneutralisatie-assay. De groeisnelheid van de cellen en de hoeveelheid trypsine, die H7N3 nodig heeft om zichzelf te kunnen repliceren, is vastgesteld. H7N3 kan zich goed vermenigvuldigen in de MDCK(NBL-2) cellen. Een grote batch H7N3 is opgekweekt waarvan de TCID50 is bepaald.
Een cellELISA en een IPMA zijn uitgevoerd met H7N3 op MDCK(NBL-2) cellen. De resultaten van de cellELISA en de IPMA komen overeen (zie figuur 10 en 12 t/m 15 op blz 23). Naarmate de extinctie afneemt, neemt ook het aantal roodgekleurde cellen af. Met de cellELISA is de optimale virusverdunning bepaald voor de microneutralisatie-assay, waarna deze uitgevoerd kon worden met H7N3 op MDCK(NBL-2) cellen. In de microneutralisatie-assay wordt bij de virusverdunning behorende bij een OD450 van 1,5 bij kippenserum een hogere antistoftiter gemeten dan bij de virusverdunning behorende bij 100TCID50. De virusverdunning behorende bij een OD450 van 1,5 is dus waarschijnlijk het meest optimaal voor aviaire influenza.
In januari 2007 is een artikel (15) verschenen waarin humane sera zijn getest op de aanwezigheid van antistoffen tegen een H7N3 subtype met behulp van een microneutralisatie-assay. Dit is naar aanleiding van een aviaire influenza A (H7N3) uitbraak onder pluimvee in Canada. De microneutralisatie-assay is uitgevoerd zoals staat beschreven in artikel (3). De snelle methode is gebruikt, dit houdt in dat er losse cellen aan het virus-serummengsel worden toegevoegd (nadat dit twee uur heeft geïncubeerd). Er is gebruikt gemaakt van MDCK-cellen.
Ook met deze assay werden in de geteste sera geen antistoffen gericht tegen het virus gedetecteerd, ook niet in het serum van mensen met een positieve viruskweek. In het artikel werd gesuggereerd dat dit kan komen doordat het virus milde symptomen veroorzaakt zoals conjunctivitis en dit misschien geen sterk immuunrespons oplevert.
De precieze reden waarom het met de microneutralisatie-assay niet lukt om humane antistoffen tegen aviaire influenza te kunnen meten is nog niet bekend. Het kan zijn dat de antistoffen uit het serum gericht tegen H7 wel aan het virus binden, maar niet neutraliserend zijn, dus niet op een dergelijke manier aan het virus binden dat voorkomen wordt dat het virus de cel infecteert. 

Het kan ook met de celreceptoren te maken hebben. Aviaire influenza geeft de voorkeur aan de SAα(2,3)gal receptor, maar kan ook zwak binden aan de SAα(2,6)gal receptor (1). Het zou kunnen dat de antistoffen uit het serum op een zodanige manier aan H7N3 binden dat ze voorkomen dat het virus niet meer aan de SAα(2,3)gal receptor bindt, maar kunnen de antistoffen niet voorkomen dat het virus aan de SAα(2,6)gal receptor bindt. Dan worden dus alsnog cellen geïnfecteerd en wordt er een extinctie gemeten. 
Het kan van belang zijn om de rol van de SAα(2,3)gal en de SAα(2,6)gal receptor nader te onderzoeken. Dit kan gedaan worden door middel van twee lectines die specifiek binden aan een van de receptoren en zo de toegang blokkeren voor het virus zodat het virus de cel niet meer kan infecteren. Interessant is om op deze manier de SAα(2,6)gal receptor te blokken, zodat het virus alleen aan de SAα(2,3)gal receptor kan binden. Dan kan gecontroleerd worden of er cellen worden geïnfecteerd tijdens de microneutralisatie. 
6.2 De ELISA

Omdat het met de microneutralisatie-assay nog niet is gelukt om humane antistoffen gericht tegen het hoog pathogene influenza A (H7N7) virus te kunnen meten is een ELISA opgezet. Het virus dat hiervoor is gebruikt is het laag pathogene influenza A (H7N3) virus, omdat het hemagglutinine van deze twee virussen sterk overeenkomen en H7N3 minder gevaarlijk is om mee te werken. In dit onderzoek is gekozen om eerst de ELISA uit te voeren met virus dat in zijn geheel op de plaat wordt gecoat, omdat dit de eenvoudigste manier is. De ELISA opgezet in dit onderzoek is gebaseerd op twee testen beschreven in de literatuur (3, 16) en op een protocol van het RIVM (bijlage 10) waarin een ELISA wordt beschreven die humane antistoffen gericht tegen H5N1 detecteert.
Het opzetten van de ELISA is nog niet voltooid. Uit de resultaten tot nu toe kan geconcludeerd worden dat het waarschijnlijk mogelijk is dat met de ELISA antistoffen uit kippenserum gericht tegen H7 kunnen worden aangetoond. Dit geldt ook voor het aantonen van antistoffen uit humaan plasma gericht tegen H3N2. Met een polysorp plaat is de achtergrond laag genoeg om de cut-off waarde te kunnen bepalen.
Het opzetten van de ELISA is begonnen met het coaten van een maxisorp plaat met H7N3. Er is kippenserum gebruikt omdat er bijna geen humane sera met een hoge HAR-titer tegen H7 zijn. Het resultaat van de ELISA gecoat met H7N3 en kippenserum laat een s-curve (zie figuur 19 op blz 27), de optimale virusverdunning waarmee de plaat kan worden gecoat is bepaald. 

De ELISA is ook getest met het humane influenza A (H3N2) virus gecoat op een maxisorp plaat en humaan plasma met een hoge HAR-titer tegen H3N2. Ook hier is een s-curve te zien (zie figuur 21 op blz 28), de optimale virusverdunning waarmee de plaat gecoat kan worden is bepaald.

De achtergrond van de ELISA is onderzocht door een maxisorp plaat te vergelijken met een polysorp plaat zonder serum op de plaat te brengen. Hieruit volgde dat een polysorp plaat een lagere achtergrond geeft dan een maxisorp plaat (zie figuur 22 op blz 29), dus de polysorp plaat is het meest geschikt voor deze ELISA.
Ook is gekeken wat de invloed is van het celdebris op de achtergrond van de ELISA. Bij het infecteren van de cellen gaan de cellen kapot en komt het debris vrij in het supernatant. Door de niet-geïnfecteerde cellen een aantal keer te vriesdooien wordt hetzelfde effect bereikt. Het supernatant hiervan is vergeleken met het supernatant van cellen die niet zijn gevriesdooid en hieruit blijkt dat het celdebris voor een hogere achtergrond zorgt. Misschien dat deze achtergrond minder wordt als het virus eerder wordt geoogst, bijvoorbeeld al bij een CPE van 3 i.p.v. 4los, omdat er dan minder celdebris in het supernatant terechtkomt.
Als laatste is een ELISA uitgevoerd met H7N3 gecoat en kippenserum en een ELISA met H3N2 gecoat en humaan plasma, beide op een polysorp plaat. Bij de ELISA met H7N3 is de plateaufase van het virus nog niet bereikt en kan de optimale coat nog niet worden vastgesteld (zie figuur 26 op blz 31). Bij de ELISA met H3N2 heeft het virus een optimale coat bij een virusverdunning van 4 (zie figuur 28 op blz 32). Dit is een vrij lage verdunning, dat komt omdat het virus is opgekweekt op tAN-cellen en het een moeilijk te kweken virus bleek te zijn.
Om het opzetten van de ELISA te voltooien behoren nog een aantal punten uitgezocht te worden. De optimale conjugaatconcentratie dient nog bepaald te worden. De optimale virusverdunning van H7N3 op een polysorp plaat moet nog worden bepaald, zodat deze gebruikt kan worden voor een ELISA met H7N3 en humaan serum. Bij deze ELISA dient serum met een positieve èn een negatieve HAR-titer tegen H7 te worden getest. Bij het negatieve monster hoort de achtergrond laag te zijn. Als het op deze manier niet lukt om humane antistoffen tegen H7 aan te tonen of als blijkt dat er veel crossreactiviteit plaatsvindt (andere hemagglutinines uit het serum tegen bijv. humane influenza zorgen voor vals-positiviteit) moet naar een andere methode worden gezocht. Een oplossing zou kunnen zijn om het hemagglutinine van het virus te isoleren en deze op de plaat te coaten. Dit kan gedaan worden met behulp van bromelaïne, een proteolytisch enzym dat het HA van het virus kan splitsen.
Tot zover bekend is in de literatuur nog geen ELISA beschreven om humane antistoffen gericht tegen H7N7 te kunnen meten. Wel wordt in een artikel (3) een ELISA beschreven die humane antistoffen gericht tegen H5N1 kan meten. Bij sera afkomstig van kinderen is de ELISA specifiek en gevoelig genoeg, maar bij sera afkomstig van volwassenen toont de ELISA veel crossreactiviteit met antistoffen tegen andere hemagglutinines van influenza A virussen. De verklaring hiervan is dat de meeste volwassenen antistoffen in hun bloed hebben tegen eerder doorgemaakte griepinfecties. 
In een ander artikel (16) wordt een ELISA beschreven die is opgezet om paardenserum te testen op antistoffen tegen o.a. H7N7. De crossreactiviteit is verminderd door de sera van te voren bloot te stellen aan influenza A virussen die andere hemagglutinines en neuraminidases bezitten dan het virus waarmee de plaat gecoat wordt. 
6.3 Algemene conclusie
Het onderzoek naar blootstelling bij mensen aan aviaire influenza is nog lang niet af. Het opzetten van een tweede test om humane antistoffen tegen aviaire influenza te kunnen meten is nog niet voltooid. De microneutralisatie-assay is niet gelukt en er zal naar de oorzaak hiervan gezocht moeten worden. De ELISA is nog in volle ontwikkeling, het is nog niet bekend of de ELISA met humaan serum en H7N3 gaat lukken.
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8. Bijlagen
8.1: Hemagglutinatietiter (HA) en hemagglutinatieremming-titer (HAR) bepaling t.b.v. influenza serologie.

RIJKSINSTITUUT VOOR VOLKSGEZONDHEID EN MILIEU
Laboratorium voor Infectieziektendiagnostiek en Screening
Hemagglutinatietiter (HA) en hemagglutinatieremming-titer (HAR) bepaling t.b.v. influenza serologie.
1
Inleiding

1.1
Principe van de bepaling

Een aantal myxovirussen, waaronder de influenza-, paraïnfluenza- en bofvirussen, bezitten een oppervlakte-antigeen, het hemagglutinine genaamd. Het hemagglutinine heeft de eigenschap dat het aan receptoren op erytrocyten kan binden, waardoor er agglutinatie van de erytrocyten optreedt (hemagglutinatie). Antistoffen tegen influenza virus in serum kunnen bepaald worden doordat ze de genoemde hemagglutinatie kunnen remmen.

Bepaling hemagglutinatietiter:

In de hemagglutinatiereactie wordt aan een reeks verdunningen van de virussuspensie een standaard hoeveelheid erytrocyten toegevoegd. Als er voldoende virus aanwezig is, zal er hemagglutinatie optreden. Hierdoor zullen in een microtiterplaat met welletjes met een V-bodem de erytrocyten als een tapijt neerzakken, waardoor een egale zwakrode bodem ontstaat. Als er geen virus aanwezig is, zal er geen hemagglutinatie optreden. Hierdoor zullen de erytrocyten naar de punt van het welletje uitzakken, waardoor een rode punt in het welletje ontstaat.

Bepaling hemagglutinatieremming-titer:

Antistoffen gericht tegen het testvirus kunnen de hemagglutinatiereactie van het virus remmen. In de hemagglutinatieremmingsreactie wordt aan een reeks verdunningen van het serum een gestandaarde hoeveelheid virus en een standaard hoeveelheid erytrocyten toegevoegd. Als er antistoffen in het serum aanwezig zijn die tegen het virus zijn gericht zal er geen hemagglutinatie optreden.

Dikwijls bevatten sera mucoproteïnen die ook de beschreven hemagglutinatie kunnen remmen. Deze aspecifieke remstoffen kunnen worden verwijderd met het zogenaamde Receptor Destroying Enzyme (RDE). Dit bevindt zich onder meer in het filtraat van een cultuur van Vibrio cholerae (zie SOP LIS/VIR/M224).

1.2
Doelgroep

Laboratoriummedewerkers van de afdeling Virologie van het LIS met ervaring in beapling van antistoffen in sera met behulp van de hemagglutinatieremmingsreactie.

1.3
Veiligheid

Er wordt met infectieus materiaal gewerkt. Werk dus in een biohazardkabinet en voer al het afval op adequate wijze af; zie huisreglement LIS. Voor H7N7 virus specifieke veiligheidsmaatregelen nemen; zie Werken met H7N7 virus.

1.4
Afkortingen

HA
Hemagglutinatie

HAR
Hemagglutinatieremming 

RDE
Receptor Destroying Enzyme

2
REAGENTIA, MEDIA EN HULPSTOFFEN

2.1 Verdunningsvloeistof

PBS 0,01 molair, SVM Z.3000b 

3
BIOLOGISCH MATERIAAL

3.1
Erytrocytensuspensie

· 0,5% (v/v) kalkoenen-erytrocyten (voor H1N1 en H3N2).

1% (v/v) paarden-erytrocyten (voor H7N7 of ander aviair virus)


Voor bereiding zie SOP LIS/VIR/M217

3.2
Opgekweekt Influenzavirus H1N1 (H1N2), H3N2 en H7N7 (of ander aviair virus) 

3.3 Met RDE behandelde patiëntensera, zie SOP LIS/VIR/M224.  

3.4 Positieve virus controle: Influenza stam, zie VIR-F152 (Positieve controle HA bepaling), of andere gewenste referentie stam passend bij seizoen warin sera zijn afgenomen.

3.5 Positieve serum controle: serum met bekende titer.

4
APPARATUUR EN HULPMIDDELEN

4.1 microtiterplaat V-bodem (Greiner, nr. 651101) met bijbehorende deksel 

(Greiner, nr. 656102)

4.2 200 µl pipetpuntjes (Corning-Costar 4823)

4.3 multichannel pipet

4.4 microshaker

4.5 afleesspiegel

5
PROCEDURE

5.1.
PROCEDURE HEMAGGLUTINATIETITERBEPALING
5.1.1
Testuitvoering hemagglutinatietiterbepaling
1. Test tenminste in tweevoud.

2. Gebruik een aantal welletjes als ery controle, 50 µl verdunningsvloeistof + 50 µl ery’s (no risk).

3. Pipetteer in de welletjes A t/m H 25 µl verdunningsvloeistof (no risk).

4. Pipetteer in welletje A 25 µl virus (middle risk).

5. Meng 10 maal met mutichannel en verdun 25 µl van het virus door in de welletjes B t/m H tot een verdunning van 1:256. Meng steeds 10 maal. Gooi 25 µl uit het laatste welletje weg (middle risk).

6. Pipetteer 25 µl verdunningsvloeistof in alle viruswelletjes (middle risk).

7. Pipetteer 50 µl ery’s in alle welletjes (middle risk).

8. Dek de microtiterplaat af met het bijbehorende deksel (middle risk).

9. Meng de microtiterplaat 1 minuut op de Microshaker (low risk).
10. Neem de plaat af met ethanol en zet deze in een witte doos met deksel. 

(middle risk)
11. Neem de witte doos af met ethanol en incubeer 60 minuten bij +4°C 


(low risk).

12. Spuit na het beëindigen van de hemagglutinatietiterbepaling de microtiterplaat af met ehanol. Stop deze vervolgens in een plastic zak, knoop deze dicht en spuit af met ethanol voor het weggooien in het daarvoor bestemde afvalvat (middle risk).

Gebruik voor een nauwkeurigere hemagglutinatietiterbepaling naast een 1:2 verdunningsreeks die start met 1:2 ook een reeks die start met 1:3. Pipetteer hiervoor in welletje A 50 µl verdunningsvloeistof en 25 µl virus. Daarna 25 µl doorverdunnen en 25 µl verwijderen uit welletje A. Uiteindelijke verdunning in H is 1:384.
[image: image30.bmp]
5.1.2
Aflezing en interpretatie



Lees de hemagglutinatietiter binnen 10 minuten na incubatie af op een afleesspiegel (denk aan voldoende licht van bovenaf!!)

· Positief:


De erytrocyten zakken als een tapijt neer, waardoor een egale zwakrode bodem ontstaat.

[image: image31.jpg]1mm





· Negatief:


De erytrocyten zakken uit naar de punt van het welletje, waardoor een rode punt in het welletje ontstaat.

[image: image32.jpg]. -
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De HA-titer wordt afgelezen als het omgekeerde van de hoogste verdunning, die nog 100% van de erytrocyten agglutineert.




Deze titer geeft het aantal HA-eenheden per 25 µl van de onderzochte 
virussuspensie weer.

5.2.
PROCEDURE HEMAGGLUTINATIEREMMING-TITER BEPALING
5.2.1
Voorbereiding
1. Volume gebruikssuspensie van virus afhankelijk van aantal in te zetten platen.

2. Verdun de virussuspensies in verdunningsvloeistof tot 4 HA-eenheden per 25 µl voor H1 en H3 virussen en 2 HA-eenheden per 25 µl voor H7N7 virus. Bijvoorbeeld HA titer is 128 (1:2) en 96 (1:3). Gemiddeld is dit 112 HA-eenheden. Voor 4 HA-eenheden per 25µl 112/4=28. Maak dan verdunning van 1:28 (middle risk).

3. Zet ter controle een virusterugtitratie in beginnend met onverdunde gebruiksvirussuspensie (25 µl) en vervolgens 1:2 verdunningsreeks (25 µl virus + 25 µl verdunningsvloeistof doorverdunnen tot 1/64 in welletje 7). Het laatste welletje wordt gebruikt voor ery controle. Pipetteer vervolgens 25 µl verdunningsvloeistof + 50 µl ery’s en incubeer als bij HA titer bepaling.

4. De terugtitratie moet positief zijn tot 1:4 (het derde welletje) bij H1 en H3 virussen, en tot 1:2 (het tweede welletje) voor H7N7 virus.

5.2.2 Testuitvoering hemagglutinatieremming-titer bepaling

Sera tenminste in tweevoud testen.

Neem de volgende controles mee:

Autoagglutinatie controle (AC): 25 µl verdunningsvloeistof + 25 µl serum + 50 µl ery’s

Ery controle (EC): 50 µl verdunningsvloeistof + 50 µl ery’s

Virus terugtitratie (VT): start met 4HAE (H1 en H3) of 2 HAE (H7N7) en verdun 1:2 uit tot 1:16.


Voor indeling van plaat zie figuur aan einde van document.

1. Pipetteer 25 µl verdunningsvloeistof in de hele plaat behalve G1 t/m G10 (no risk).

2. Pipetteer 25 µl serum in rij F (1:20), G(1:10), en H (autoagglutinatie controle), behalve kolom 11 en 12 (no risk).

3. Meng 25 µl (10x mengen) in rij F, kolom 1 t/m 10 en verdun dit door in rij E t/m A tot 1:640. Gooi 25 µl uit rij A weg (no risk).

4. Pipetteer 25 µl virus in H11, H12 en in G11, G12. Verdun 25 µl uit G11 en G12 door tot 1:16 in D11 en D12 (middle risk).

5. Pipetteer 25 µl verdunningsvloeistof in welletjes A11 en A12 t/m G11 en G12.

       (middle risk)

6. Pipetteer 25 µl virus in welletjes A1 t/m G10 (middle risk).

7. Dek de microtiterplaat af met de bijbehorende deksel (middle risk).

8. Meng de microtiterplaat 1 minuut op de Microshaker (low risk).

9. Incubeer 60 minuten bij 37 ( 2°C (low risk).

10. Pipetteer 50 µl ery’s in alle welletjes (middle risk).

11. Dek de microtiterplaat af met het bijbehorende deksel (middle risk).

12. Meng de microtiterplaat 1 minuut op de Microshaker (low risk). 

13. Incubeer 60 minuten bij +4°C (low risk). 

5.2.3
Aflezing en interpretatie (low risk)


Lees de hemagglutinatieremming-titer binnen 10 minuten na incubatie af op een afleesspiegel (denk aan voldoende licht van bovenaf!!)
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Positief:

Indien er voldoende specifieke antistoffen uit het serum hechten aan het hemagglutinine van het virus, zijn de erytrocyten niet meer in staat om aan het hemagglutinine te binden. 

De erytrocyten zakken uit naar de punt van het welletje, waardoor een rode punt in het welletje ontstaat.
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Negatief:

Indien er geen specifieke antistoffen aanwezig zijn in het serum zal er agglutinatie optreden. 

De erytrocyten zakken als een tapijt neer, waardoor een egale zwakrode bodem ontstaat.




De HAR-titer wordt afgelezen als het omgekeerde van de hoogste verdunning, waar geen agglutinatie optreedt. 
 Spuit na het beëindigen van de hemagglutinatieremming-titer de microtiterplaat af met ehanol. Stop deze vervolgens in een plastic zak, knoop deze dicht en spuit af met ethanol voor het weggooien in het daarvoor bestemde afvalvat (middle risk).
Verdeling op de plaat:

[image: image35.png]



Legenda:
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6
KWALITEITSCONTROLE

6.1
Hemagglutinatietiterbepaling

· De HA-titer van de negatieve controle moet 0 zijn.

Indien dit niet het geval is, de test herhalen met nieuwe 

verdunningsvloeistof en nieuwe erytrocyten.

· De HA-titer van de positieve controle moet voldoen aan de eisen beschreven in VIR-F152 (Positieve controle HA bepaling).

6.2
Hemagglutinatieremming-titer bepaling
De HA-titer van de gebruikte virusverdunning (HA titratie verdunde virussuspensie) moet 4 (H1 en H3) of 2 (H7N7) hemagglutinerende eenheden zijn. 

Proef terugtitratie:

Bij een te hoge HA-titer de suspensie verder verdunnen tot 4 of 2 HAE.

Bij een te lage HA-titer nieuwe virusverdunning maken en eerst weer proef terugtitreren.

Bij HAR:

Als de terugtitratie bij de HAR te hoog of te laag is moet de test van de sera opnieuw gedaan worden met een aangepaste virusverdunning.

6.3
Sera mogen geen spontane HA veroorzaken. Is dit wel het geval maar vertonen hogere serumverdunningen HAR dan kan de proef toch gewoon worden afgelezen. Zijn echter alle welletjes HAR-negatief (HA-positief) dan moet het serum op de spontane HA worden uitgetitreerd. De minimaal afleesbare HAR-titer is dan die serumtiter waarbij het serum geen spontane HA meer teweegbrengt. Wil men lagere HAR-titers kunnen bepalen, dan moet het serum met de erytrocyten worden geadsorbeerd.

Adsorptiemethode

1) Pipetteer 1 volume packed cells kalkoenen- of paarden erytrocyten (3.1) in 20 volumes serum.

2) Meng goed op de vortex mixer op lage stand.

3) Incubeer 1 uur bij +4°C.

4) Centrifugeer 10 minuten bij 700 g (1200 rpm).

5) Breng het bovenstaande geadsorbeerde serum over in een nieuwe buis.

6) Mocht er nog een spontane HA optreden, dan kan de procedure herhaald worden.

7
SAMENHANGENDE DOCUMENTEN

7.1
SOPs

LIS/VIR/M099 
Celkweek, tertiaire aapniercellen (tAN).

LIS/VIR/M217 
Bereiding van een erythrocytensuspensie t.b.v.

hemagglutinatie(remmings)- en/of hemadsorptie(remmings) reactie.

LIS/VIR/M224
Verwijderen van aspecifieke remmers in sera m.b.v. cholerafiltraat (RDE).

7.2
Formulieren


VIR-F152
Positieve controle HA bepaling.
7.3
Literatuur

· N.J. Schmidt, R.W. Emmons, editors: ”Diagnostic Procedures for Viral, Rickettsial and Chlamydial Infections”, American Public Health Association, Washington, 6e editie, 1989.

· L.M Clarke, section editor: ”Viruses, Ricketsiae, Chlamydiae, and Mycoplasmas”, in: H.D. Isenberg, editor: ”Clinical Microbiology Procedures Handbook American Society for Microbiology”, Washington, 1992, Volume 2, Section 8.

· W.A Dowdle, A.P. Kendal, G.R. Noble: ”Influenza Viruses“, in : E.H. Lennette en N.J. Schmidt, editors: ”Diagnostic Procedures for Viral, Rickettsial and Chlamydial Infections”, American Public Health Association, Washington, 5e editie, 1979, p 585-609.
· Stephenson I, Wood JM, Nicholson KG, Zambon MC. Sialic acid receptor specificity on erythrocytes affects detection of antibody to avian influenza haemagglutinin. J Med Virol. 2003 Jul;70(3):391-8.
8.2 protocol voor RDE behandeling

Influenza HAI serum treatment

Sensitivity to nonspecific inhibitors present in sera differs between influenza

strains. The procedures recommended here to remove serum non-specific

inhibitors include RDE (receptor destroying enzyme) treatment and

trypsin-heat-periodate treatment.

I. RDE Treatment

Because batches of RDE may differ, the treatment procedures may also

change. The procedure written in this manual is specifically for the RDE

supplied in the 1998-1999 WHO Influenza Reagent Kit. The following procedure

is recommended for use with RDE prepared by Sigma.

1. Reconstitute the RDE with 5 ml sterile distilled water.

2. Dilute to 100 ml with calcium saline, pH 7.2.

3. Add 4 vol of RDE to 1 vol of serum (0.4 ml RDE + 0.1 ml serum).

4. Incubate overnight at 37oC.

5. Add 5 vol of 1.5% sodium citrate (0.5 ml).

6. Heat 56oC for 30 min to inactivate remaining RDE.

Reagents:

Calcium saline solution, pH 7.2

a. Weigh out and dissolve in 1 liter of distilled water:

– 1 g calcium chloride, dihydrate (CaCl2 . 2 H2O)

– 9 g sodium chloride, anhydrous (NaCl)

– 1.2 g boric acid, anhydrous (H3BO3)

– 0.052 g sodium borate, decahydrate (Na2B4O7 . 10H2O)

b. Autoclave or filter to sterilize; pH should be 7.2.

c. Store opened bottle at 4oC for no longer than 3 weeks.

1.5% sodium citrate solution, pH 7.2

a. 1.6 g of sodium citrate, dihydrate (Na3C6H5O7 . 2H2O) is dissolved in

100 ml of PBS, pH 7.2

b. Autoclave or filter to sterilize.

c. Dispense into amber bottles to prevent photodegradation.

d. Store opened bottle at 4oC for no longer than 3 weeks.

II. Trypsin-Heat-Periodate treatment

A. Procedure

1. Add ½ vol of trypsin solution to 1 vol of serum (0.15 ml trypsin + 0.3 ml

serum).

2. Inactivate at 56oC for 30 minutes.

3. Cool to room temperature.
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4. Add 3 vol of 0.011 M metapotassium periodate (KIO4), (0.9 ml).

5. Mix and leave at room temperature for 15 min.

6. Add 3 vol of 1% glycerol saline (0.9 ml).

7. Mix and leave at room temperature for 15 min.

8. Add 2.5 vol of 0.85% saline (0.75 ml) and mix.

9. Final serum dilution is 1:10.

B. Reagents

Trypsin solution

a. Dissolve 200 mg of trypsin (P-300) in 25 ml of 0.1 M phosphate buffer,

pH8.2.

b. Sterilize by filtration.

c. Dispense solution in small quantities and store at -20oC or -70oC.

Prepare fresh trypsin every six months.

0.1 M Phosphate buffer, pH 8.2

a. Prepare 0 .1 M monobasic sodium phosphate monohydrate by dissolving

13.8 g NaH2PO4HO2 in sterile distilled water and q.s. to 1000 ml.

b. Prepare 0.1 M dibasic sodium phosphate by dissolving 14.2 g

Na2HPO4 in sterile distilled water and q.s. to 1000 ml.

c. Mix 1 vol of monobasic sodium phosphate monohydrate with 31 vol of

dibasic sodium phosphate to give a working solution of 0.1 M phosphate

buffer, pH 8.2.

d. Check pH. If necessary, adjust pH by adding extra volumes of 0.1 M

monobasic sodium phosphate monohydrate to lower pH or 0.1 M

dibasic sodium phosphate to raise pH.

0.011 M metapotassium periodate (KIO4)

a. Dissolve 230 mg metapotassium periodate (KIO4) in PBS pH 7.2 and

q.s. to 100 ml.

b. Sterilize by filtration.

c. KIO4 solution must be prepared fresh and used within one week.

1% Glycerol saline

a. Add 1 ml glycerol to 99 ml PBS pH 7.2.

b. Sterilize by filtration.

Influenza HAI standardization of RBCs

The following procedure is commonly used for standardization of RBCs.

A. Procedure

1. The final concentration of chicken and turkey RBCs is 0.5%. Guinea

pig and human “O” RBCs require a final concentration of 0.75%. A

higher concentration of guinea pig and human type O RBCs is

desirable for visualization of complete settling of RBCs.
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2. Filter approximately 5 ml of blood through gauze into a 50-ml conical

centrifuge tube.

3. Centrifuge at 1200 RPM for 10 min.

4. Aspirate supernatant and the buffy layer of white cells.

5. Add 50 ml PBS (pH 7.2). Mix gently.

6. Centrifuge at 1200 RPM for 5 min. Aspirate supernatant.

7. Repeat PBS wash two times.

8. Resuspend RBCs to a final volume of 12 ml using a 15-ml graduated

conical centrifuge tube.

9. Centrifuge at 1200 RPM for 10 min.

10. Estimate the volume of packed cells and dilute to appropriate concentration.

11. Determine concentration with a hemacytometer and adjust accordingly.

B. Determination and adjustment of concentration by hemacytometer

counting

1. Prepare an approximate RBC suspension.

2. Prepare a 1:100 dilution of the suspension by adding 0.5 ml of RBC

suspension to 49.5 ml PBS pH 7.2.

3. Transfer 10 μl onto the hemacytometer channel and allow the cells to

spread throughout the unit.

4. Count the RBCs in each of the 4 smaller corner squares of the unit.

5. Calculate the final volume of RBC suspension.

a. Final volume for 0.5% suspension of avian cells

= # of cells counted x volume of initial RBC suspension

160

b. Final volume for 0.75% suspension of mammalian cells

= # of cells counted x volume of initial RBC suspension

240

Note: The above formulas were determined by the following:

Volume final = # cells x Volumeinitial

160 (avian)

or 240 (mammalian)
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8.3: Protocol voor aanhouden van cellijnen

Protocol voor aanhouden van cellijnen.

MDCK-T (is originele [van Tobita] cellijn via Ciska, heterogeen, polariseert goed op plastic)

MDCK-I (is cellijn via Erwin D, polariseert niet op plastic en met meer tight junctions als MDCK-T op filters)

MDCK cellen worden twee maal per week (maandag en donderdag) doorgezet in de virusvrije celkweek-kamer V4.15 en gekweekt in de bovenste CO2 stoof in V 4.17.

Groeimedium

EMEM + 0.035% bicarbonaat + Hanks zouten, SVM W 1750, 900 ml

toevoegen:

100 ml FCS (eindconc. 10%)

7 ml bicarbonaat 7% (eindconc. 0.084%)

4 ml Pen 25000 IE/ml / Strep 25000 Units/ml

10 ml Glutamine 0.2M (eindconc. 2 mM)

20 ml Hepes 1 M voor influenza = minder basisch (eindconc. 0.02M)

Trypsine 0.25% in EDTA buffer.

Voeg aan 27 ml EDTA buffer (1000 ml verdunningsvloeistof voor trypsine [Z 8575] + 50 ml EDTA oplossing [40 g/L; Z 2275]) 3 ml Trypsine oplossing 2.5% (10x geconcentreerd Z 8250) toe. Oplossing bewaren bij 4 °C. Gebruik deze oplossing niet langer dan 2 weken. Meer voorraad kan aangelegd worden, deze bewaren bij -20 °C.

Cellen doorzetten (op F75)

Van elke passage zijn er altijd twee F75 flesjes, één om door te zetten en één als backup.

1. Verwijder van één flesjes het oude medium volledig van de monolaag.

2. Was de cellen op het F75 flesje drie maal met ca. 10 ml PBS.

3. Pipetteer 10 ml trypsine 0.25% op de monolaag en bedek de monolaag goed hiermee door even te zwenken.

4. Verwijder de trypsine bijna helemaal, laat ca. 0.5 ml achter.

5. Laat de trypsine goed over de monolaag lopen en incubeer gedurende ca. 20 min in de stoof, of tot de cellen loskomen. Cellen die nog vast zitten kunnen op het eind van de incubatie losgemaakt worden door het flesje met de zijkant krachtig tegen de vlakke hand te slaan.

6. Pipetteer 10 ml vers medium bij de cellen en suspendeer de cellen door de suspensie krachtig op de bodem van de kweekfles uit te spuiten.

7. Breng de suspensie (eventueel) over in een 50 ml buis.

8. Tel de cellen als een exacte hoeveelheid doorgezet moet worden.

9. Zet twee F75 flesjes in.

Voor doorzetten 2 maal per week. Splits hiervoor de cellen ca. 1:10, dus 1 ml van celsuspensie in één F75 flesje + 20 ml vers medium; of zet per F75 1 x 106 cellen in 20 ml vers medium in.

Voor doorzetten 1 maal per week (woensdag). Splits hiervoor de cellen ca. 1:200, dus 50 µl van celsuspensie in één F75 flesje + 20 ml vers medium.

10. Vermeld op de flesjes de celsoort, de datum en het passagenummer.

11. Controleer onder de microscoop of er cellen in de flesjes zitten.

12. Incubeer de cellen bij 5% CO2 en hoge luchtvochtigheid bij 37 °C.

13. Het backupflesje met het oudste passagenummer kan weggegooid worden.

8.4: Protocol Influenza-kweek

Protocol Influenza-kweek

LIO, project V/240600/01/MB moleculaire biologie van resistentie
Celkweek

Benodigdheden :

· MDCK-I of MDCK-T cellen (honden niercellen)

· Eagle MEM met Hankszouten en NaHCO3 medium met 10% FCS, penicilline, streptomycine, glutamine, Hepes en extra NaHCO3 (Zie sopnr LIS/VIR/M299) 

–900 ml 
Eagle MEM met Hankszouten en 0.035% NaHCO3 

-4 ml
Pen/Strep (25000 IE/ml; 25000 U/ml) eind 100 IE; 100 U



-10 ml
Glutamine (0.2M) eind 2 mM




-7 ml
NaHCO3 (7%) eind 0.049%, totaal 0.084%




-20 ml 
Hepes (respiratoir, 1M) eind 0.02 M






· Kweekfles van  25 cm2, 80 cm2 , 175 cm2 en 225cm2 
· Trypsine (SVM 2002758), 0.25% in PBS + EDTA

· Telkamer

· CO2 incubatiestoof 37(C

Ontdooien van cellen:

· Ampul met cellen uit de –135°C vriezer, ontdooien in hand warm water.

· Cellen voorzichtig over pipeteren naar een 15 ml buis. (Door de DMSO zijn de cellen kwetsbaar.)

· 10 ml medium bij druppelen met een snelheid van ca. 1 ml/min.

· Cellen 10 minuten bij 1200 rpm centrifugeren.

· Celpellet resuspenderen  in 10 ml medium en overbrengen in een 25 cm2  kweekfles.

· Cellen incuberen bij 37°C.

Invriezen van cellen:

· Als de cellen enkele dagen goed gegroeid zijn en een monolayer is ontstaan, de cellen oogsten. Giet het medium af en spoel de fles met PBS om laatste resten serum te verwijderen. Pipeteer circa 0.5 ml trypsine in de fles en incubeer de fles 10-30 min bij 37°C. Tik de cellen los van de bodem. Suspendeer goed in medium met 10% FCS.

· Celsuspensie 10 minuten bij 1200 rpm afdraaien.

· De cellen resuspenderen in vers medium met 20% FCS. (Supernatant bewaren  bij 4˚C)

· Aantal cellen per ml bepalen mbv een telkamer.

· Celsuspensie verdunnen tot een eindconcentratie van 2.106  cellen/ml.

· Een deel van de cellen opnieuw aanleggen in een kweekfles.

· Restant celsuspensie op ijs 1:1 voorzichtig verdunnen met Eagle medium + 20% FCS + 20% DMSO en uitvullen in ampullen. 

(Eindconcentratie: 1.106 c/ml in Eagle medium + 20% FCS + 10% DMSO)

· Ampullen in een piepschuimdoosje stoppen en 1 nacht  bij –80˚C plaatsen. Het invriezen gaat hierdoor geleidelijk en is minder schadelijk voor de cellen. De ampullen daarna overbrengen naar een –135˚C vriezer.

Viruskweek

Benodigdheden :

· MDCK cellen * 

· PGR-albumine (bij Ciska op voorraad)

1000 ml EMEM met 0.035% bicarbonaat en Hankszouten

10 g bovine albumine

10 g glucose (D(+)-Glucose-Monohydraat)

90 g pepton

· Eagle MEM met Hankszouten en NaHCO3 medium (=EMEM-SVM) met 10% FCS, penicilline, streptomycine, glutamine, Hepes en extra NaHCO3 (Zie sopnr LIS/VIR/M299)

900 ml
EMEM met 0.035% bicarbonaat en Hankszouten (=EMEM-SVM)

7 ml
NaHCO3 (7%) (eindconc. in medium 0.084%)

20 ml
Hepes voor influenza (1 M) (eindconc. in medium 0.02 M)

10 ml
glutamine (0.2 M) (eindconc. in medium 2 mM)

100 ml
FCS (eindconc. in medium 10%)

4 ml
Pen/Strep (25,000 IE/ml /25,000 Units/ml) (eindconc. in medium 100 IE/ml / 100 Units/ml

· Eagle MEM met Hankszouten en NaHCO3 medium met penicilline en streptomycine (=EMEM-SVM) (voor wassen).

100 ml EMEM met 0.035% bicarbonaat en Hankszouten (=EMEM-SVM)

0.4 ml
Pen/Strep (25,000 IE/ml /25,000 Units/ml) (eindconc. in medium 100 IE/ml / 100 Units/ml

· Eagle MEM met Hankszouten en NaHCO3 medium (=EMEM-SVM) met penicilline, streptomycine, glutamine, Hepes en extra NaHCO3
900 ml
EMEM met 0.035% bicarbonaat en Hankszouten (=EMEM-SVM)

7 ml
NaHCO3 (7%) (eindconc. in medium 0.084%)

20 ml
Hepes voor influenza (1 M) (eindconc. in medium 0.02 M)

10 ml
glutamine (0.2 M) (eindconc. in medium 2 mM)

4 ml
Pen/Strep (25,000 IE/ml /25,000 Units/ml) (eindconc. in medium 100 IE/ml / 100 Units/ml

· Eagle MEM met Hankszouten en NaHCO3 medium (=EMEM-SVM) met 10% PGR-albumine, penicilline, streptomycine, glutamine, Hepes en extra NaHCO3 (Zie sopnr LIS/VIR/M299)

900 ml
EMEM met 0.035% bicarbonaat en Hankszouten (=EMEM-SVM)

7 ml
NaHCO3 (7%) (eindconc. in medium 0.084%)

20 ml
Hepes voor influenza (1 M) (eindconc. in medium 0.02 M)

10 ml
glutamine (0.2 M) (eindconc. in medium 2 mM)

100 ml
PGR-albumine (eindconc. in medium 10%)

4 ml
Pen/Strep (25,000 IE/ml /25,000 Units/ml) (eindconc. in medium 100 IE/ml / 100 Units/ml

· Eagle MEM met Hankszouten en NaHCO3 medium (=EMEM-SVM) met penicilline, streptomycine, glutamine, Hepes en extra NaHCO3 met 5 µg/ml trypsine TPCK treated.

20 µl trypsine TPCK treated 2.5 mg/ml (-20°C) op 10 ml medium

· Eagle MEM met Hankszouten en NaHCO3 medium (=EMEM-SVM) met 10% PGR-albumine, penicilline, streptomycine, glutamine, Hepes en extra NaHCO3 (Zie sopnr LIS/VIR/M299) met 5 µg/ml trypsine TPCK treated.

20 µl trypsine TPCK treated 2.5 mg/ml (-20°C) op 10 ml medium

· Trypsine TPCK treated Sigma T-8802 100 mg 11,900 U/mg

Oplossen in 40 ml a.d. = 2.5 mg/ml; uitvullen in 0.5 ml porties, bewaren bij ‑20°C. Dit is 500x stock.

· Kweekfles van  25 cm2, 80 cm2 , 175 cm2 en 225cm2 
· CO2  incubatiestoof  35,5(C

· Trypsine voor celkweek.

· Influenza A virus H1N1 , A/PR/8/34 (via Ab Osterhaus; ATCCnr VR-95)

· Celschraper

· 50% PEG6000 in  150mM NaCl /50mM Tris /1mM EDTA , pH 7,5

250 g
PEG

(Merck; 1.12033.1000)

4,385 g
NaCL

(Merck; 106404.1000)

3,05 g 
TRIS (base)
(Boehringer Mannheim; 604207)

3,65 ml
EDTA (40g/l)
(SVM Z2275a)

Oplossen  in 350 ml gedestileerdwater door verwarming tot 60(C in een waterbad.

PH stellen met HCl naar pH 7,5.

Oplossing aanvullen met gedestileerd water tot een eindvolume van 500 ml en daarna autoclaveren (15 min bij 120(C).

· Droogijs

(* verwijzingen zie boven)

Cellen aanleggen voor virus infectie

· Kweekfles met dichte MDCK-monolayer, trypsiniseren.

· De cellen over 2 nieuwe flessen verdelen aanvullen met Eagle +10% FCS en o/n incuberen bij 37˚C.

· Kweekfles spoelen met wasmedium (nodig om serum resten te verwijderen).

· Aantal cellen per volle kweekfles; 25 cm2,  4.106 cellen/fles;

80 cm2,  1,5.107 c/fles; 175 cm2 , 2,5.107 c/fles  en 225cm2 , 5.107 c/fles. 

· Cellen infecteren met een Multiplicity of infection (MOI) van 0,1 in een klein volume Eagle +10% PGR-albumine en 5 µg/ml trypsine TPCK treated gedurende 2 uur bij 35,5˚C.

· Aanvullen met Eagle +10% PGR-albumine en 5 µg/ml trypsine TPCK treated.

· 40 tot 48 uur incuberen bij 33˚C .

Virus oogsten voor virus stock

· Het virus oogsten als de monolayer bijna compleet is los gekomen.

Cellen met een celschraper los halen van de bodem.

De celsuspensie verdelen over 50 ml buizen .

Vervolgens de buizen 10 min. centrifugeren bij 1000 g (4˚C).

Het supernatant verzamelen en PEG6000 toevoegen tot een eindconcentratie van 10%.

1,5 uur roeren/schudden bij 4(C.

· De suspensie 15 minuten koud centrifugeren bij 3200g.

· Pellet voorzichtig resuspenderen met spuit in 1/10 van het oorspronkelijke volume, in Eagle +10% PGR-albumine en 5 µg/ml trypsine TPCK treated.

· De homogene suspensie uitvullen in ampullen  en direct  snel invriezen (snap-freeze) en bewaren bij -80(C.

8.5: protocol virustitratie

Protocol Virustitratie
Benodigdheden :

· MDCK-cellen * 

· PGR-albumine (bij Ciska op voorraad)

1000 ml EMEM met 0.035% bicarbonaat en Hankszouten

10 g bovine albumine

10 g glucose (D(+)-Glucose-Monohydraat)

90 g pepton

· Eagle MEM met Hankszouten en NaHCO3 medium (=EMEM-SVM) met 10% FCS, penicilline, streptomycine, glutamine, Hepes en extra NaHCO3 (Zie sopnr LIS/VIR/M299)

900 ml
EMEM met 0.035% bicarbonaat en Hankszouten (=EMEM-SVM)

7 ml
NaHCO3 (7%) (eindconc. in medium 0.084%)

20 ml
Hepes voor influenza (1 M) (eindconc. in medium 0.02 M)

10 ml
glutamine (0.2 M) (eindconc. in medium 2 mM)

100 ml
FCS (eindconc. in medium 10%)

4 ml
Pen/Strep (25,000 IE/ml /25,000 Units/ml) (eindconc. in medium 100 IE/ml / 100 Units/ml

· Eagle MEM met Hankszouten en NaHCO3 medium met penicilline en streptomycine (=EMEM-SVM) (voor wassen).

100 ml EMEM met 0.035% bicarbonaat en Hankszouten (=EMEM-SVM)

0.4 ml
Pen/Strep (25,000 IE/ml /25,000 Units/ml) (eindconc. in medium 100 IE/ml / 100 Units/ml

· Eagle MEM met Hankszouten en NaHCO3 medium (=EMEM-SVM) met penicilline, streptomycine, glutamine, Hepes en extra NaHCO3
900 ml
EMEM met 0.035% bicarbonaat en Hankszouten (=EMEM-SVM)

7 ml
NaHCO3 (7%) (eindconc. in medium 0.084%)

20 ml
Hepes voor influenza (1 M) (eindconc. in medium 0.02 M)

10 ml
glutamine (0.2 M) (eindconc. in medium 2 mM)

4 ml
Pen/Strep (25,000 IE/ml /25,000 Units/ml) (eindconc. in medium 100 IE/ml / 100 Units/ml

· Eagle MEM met Hankszouten en NaHCO3 medium (=EMEM-SVM) met 10% PGR-albumine, penicilline, streptomycine, glutamine, Hepes en extra NaHCO3 (Zie sopnr LIS/VIR/M299)

900 ml
EMEM met 0.035% bicarbonaat en Hankszouten (=EMEM-SVM)

7 ml
NaHCO3 (7%) (eindconc. in medium 0.084%)

20 ml
Hepes voor influenza (1 M) (eindconc. in medium 0.02 M)

10 ml
glutamine (0.2 M) (eindconc. in medium 2 mM)

100 ml
PGR-albumine (eindconc. in medium 10%)

4 ml
Pen/Strep (25,000 IE/ml /25,000 Units/ml) (eindconc. in medium 100 IE/ml / 100 Units/ml

· Eagle MEM met Hankszouten en NaHCO3 medium (=EMEM-SVM) met penicilline, streptomycine, glutamine, Hepes en extra NaHCO3 met 5 µg/ml trypsine TPCK treated.

20 µl trypsine TPCK treated 2.5 mg/ml (-20°C) op 10 ml medium

· Eagle MEM met Hankszouten en NaHCO3 medium (=EMEM-SVM) met 10% PGR-albumine, penicilline, streptomycine, glutamine, Hepes en extra NaHCO3 (Zie sopnr LIS/VIR/M299) met 5 µg/ml trypsine TPCK treated.

20 µl trypsine TPCK treated 2.5 mg/ml (-20°C) op 10 ml medium

· 96 well’s platen 
· Trypsine Sigma TPCK treated Sigma T-8802 100 mg 11,900 U/mg

Oplossen in 40 ml a.d. = 2.5 mg/ml; uitvullen in 0.5 ml porties, bewaren bij ‑20°C. Dit is 500x stock.

· Virus monster

-virusstock

-muislong

· Polytron staafmixer

· Centrifuge

· CO2 incubatiestoof

 (* verwijzingen zie boven)

Cellen aanleggen voor virustitratie

· Kweekfles  met dichte monolayer, trypsiniseren.

De cellen tellen en een celsuspensie maken in Eagle +10% FCS. 

96 well’s: 200 (l/well en incuberen bij 37˚C.

Celconcentratie

aantal dagen incuberen 

voor 100% monolayer

1.5x105 c/ml

3-4 dagen

2x105 c/ml


3 dagen

2.5x105 c/ml

2-3 dagen

3x105 c/ml


2 dagen

Virustitratie inzetten en aflezen

Virusstock: 

· Verdunningsreeks van virus maken in infectiemedium.

· Medium van 96 well’s platen met cellen afzuigen (mbv hark) en twee maal spoelen met 200 (l medium zonder FCS (nodig om serum resten te verwijderen).
· 100 µl virusverdunning en alleen medium in kolom 12 opbrengen (van laagste naar hoogste verdunning pipetteren).

· De platen afdekken met plate sealer en 6 dagen incuberen bij 37°C.

· Virustitratie aflezen op dag 4, 5 en 6 zodat CPE duidelijk te volgen en af te lezen is.

· Virustiter bepalen mbv TCID50 berekening (Excel programma.) 

Opmerking: 
Om het influenza CPE duidelijker te zien kan er, na gewoon aflezen, ook aangekleurd worden met  Neutraal Rood.

· Medium voorzichtig van monolayer afzuigen.

· 0.05% Neutraal Rood oplossing in PBS maken en door een 0.2 (m filter filtreren om alle Neutraal Rood kristallen te verwijderen.

· 100 (l 0.05% Neutraal Rood in PBS per well pipeteren.


· 1 uur incuberen bij KT.

· Neutraal Rood voorzichtig van monolayer afzuigen.

· Voorzichtig spoelen met PBS en PBS verwijderen.

Wat ook kan is een HA inzetten, 50 µl supernatant + 50 µl 0.5% kalkoenery’s.

8.6: De telkamer van Burker

Figuur 1: Burker telkamer                
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a) Burker telkamer                
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b) Uitvergroting hokje A   en   
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 c) De cellen met de rode streep tellen niet mee, de anderen wel.
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Tel 12 hokken als B,C en D van links naar rechts en 12 hokken van boven naar beneden en 1 hokje in het midden van de telkamer. Tel de cellen alleen wanneer ze de rand van het hokje raken of in de rand zitten, zie figuurc.
[image: image45.jpg]


Vermenigvuldig het aantal getelde cellen met 104 
25 x 0,2 mm x 0,2 mm x 0,1 mm = 0,1 mm3 En van 0,1 mm3 naar 1 cm3 is een factor 104

 8.7: Protocol cellELISA en IPMA

Protocol Cell-ELISA en IPMA 





versie 4

Dit protocol is voor neutralisatie deel overgenomen van: 

Protocol microneutralistie voor influenza H-subtype stam specifieke antistof bepaling. Versie 4

Cellen

MDCK-I:

Gebruik een twee dagen oude MDCK-T, MDCK-CB4 of MDCK-I monolayer op 96 een wells plaat. 

Aanleggen: 5x104 cellen/well ( 190 µl van 2,63x105/ml suspensie. 

tAN:

Gebruik een twee dagen oude tAN monolayer op 96 een wells plaat. 

Aanleggen: 2x104 cellen/well ( 190 µl van 1,05x105/ml suspensie. 

Vero:

Gebruik eentwee dagen oude Vero monolayer op 96 een wells plaat. 

Aanleggen: 2x104 cellen/well ( 190 µl van 1,05x105/ml suspensie. 

Voorwaarde voor de kwaliteit van de Cell-ELISA is dat de monolayer volledig gesloten is.
Media en oplossingen

Virus infectiemedium

MDCK-I:

500 ml BioWhittaker MEM 

5 ml glutamine 

2 ml Peniciline / Streptomycine (25000 IE/ml / 25000 U/ml)

10 ml Hepes

tAN Infectiemedium:

Aan WT vragen

Vero:

500 ml D-MEM (Gibco 42430-025)

5 ml non-essential amino acids (Gibco 11140-035)

2 ml Peniciline / Streptomycine (25000 IE/ml / 25000 U/ml)

Trypsine

TPCK treated trypsine Sigma T-8802 100 mg 11,900 U/mg

Stock oplossen in 40 ml a.d. = 2,5 mg/ml; uitvullen in 0,5 ml porties

Virusgroei medium (VGM)

Virus infectiemedium plus TPCK treated trypsine. De concentratie trypsine is per cellijn verschillend, zie Tabel 1.
	Cellijn
	Trypsine

(g/ml)

	MDCK-I
	5

	MDCK-T
	1

	MDCK-CB4
	2

	tAN
	5 (kant en klaar medium van WT/MB)

	Vero
	3,5


Tabel 1: concentratie trypsine per cellijn

PBS

BFZ 0,01 M pH 7,2 (Tritium microbiologie B590.78.1000.010)
Aceton/PBS 80:20

400 ml Aceton (Merck 1.00014.1000)

100 ml MQ 

Blokbuffer

PBS + 0,1% Tween20 (ICN 1-800-854-530) + 4 m/v% BSA (Sigma 3803)

HB65 MoAb (anti influenza NP)

Purif. HB65 on protein 6,8 mg/ml in PBS 15 mM NaN3 21052002 (doos 6 koelkast V4.17)

RAM Peroxidase

RAM Peroxidase geconjugeerd (DAKO P0260) (nr. 477 doos 4 koelkast V4.17)

TMB (substraat specifiek voor Cell-ELISA)

“ready for use” 1,25 M TMB (ICN 152346)

2 M H2SO4(specifiek voor Cell-ELISA)

2M H2SO4 (Tritium microbiologie Z255.78.1000)
AEC stock (substraat specifiek voor IPMA)

400 mg 3-amino-9-ethyl-carbozole (AEC) (ICN 195039) (poeder V4.15)

Aanvullen tot 100 ml met dimethylformamide (DMF) (giftig! zuurkast)

Bewaren in donker bij 2-8°C gedurende 6 maanden

0,05 M NaAc pH 5,0 (specifiek voor IPMA)

22,7 ml NaAC 1,1 mol/l pH 5,5 (Z5900z)

450 ml MQ toevoegen

pH stellen tot 5,0 met azijnzuur (Merck 1.00063.2500)

Aanvullen tot 500 ml met MQ 

H2O2 

30%  H2O2 (Merck 1.07210.0250)

Werkwijze
Virus verdunnen

Maak eerst een 10x verdunning van de virussuspensie in infectiemedium.  (200 l virussuspensie + 1800 l VGM)

Maak in een aparte steriele 96-wells plaat de virusverdunningen als volgt:

Pipetteer in kolom 2 t/m 12: 120l VGM.

Pipetteer in kolom 1 en 2: 120 l 10x virusverdunning.

Pipetteer 120 l virusverdunning uit kolom 2 in kolom 3.

Pipetteer 120 l virusverdunning uit kolom 3 in kolom 4, etc.

Pipetteer als laatste 120 l virusverdunning uit kolom 10 in kolom 11.

Infectie cellen

Was de 96-wells plaat met cellen twee maal met 200 l infectiemedium-trypsine om serum weg te wassen.

Pipetteer 100 l over van de 96-wells plaat met virusverdunningen naar de monolayer.

Dek de 96-wells plaat af met een plate sealer en stop deze in een witte doos.

Incubeer 2 uur bij 37 °C.

Was de plaat één maal met 200 µl infectiemedium-trypsine per well.

Pipetter 200 µl infectiemedium+trypsine, dek de plaat af met een plate sealer, stop de plaat in een witte doos en incubeer 18 uur bij 37 °C.

Cell-ELISA of IPMA

Controleer na 18 uur het celbeeld onder de microscoop.

Zuig het medium van de cellen af met een "hark". Sla plaat kort droog op tissue (LET OP, in kast; tissue daarna met 80% alcohol doordrenken) 

en pipetteer direct 100 µl koude (4°C) aceton-PBS mix (80:20) op de cellen. 

Incubeer 20 min bij kamertemperatuur.

Zuig aceton af met hark, sla de plaat zo goed mogelijk droog op papier en laat ten minste 30 min drogen aan de lucht. De cellaag moet geheel droog zijn. Platen kunnen ingesealed in plastic in de koelkast bewaard worden.

Was de monolayer vier maal met 400 l PBS 0,05% Tween80 per well.

Pipetteer 100 µl blokbuffer op de monolayer en incubeer 1 uur bij 37° C.

Was de monolayer vier maal met 400 l PBS 0,05% Tween80 per well.

Pipetteer 50 µl van HB65 MoAb (anti influenza NP) op cellen en incubeer 1 uur bij 37° C.

Cell-ELISA: verdunning 1:8000 in blokbuffer

IPMA:
verdunning 1:4000 in blokbuffer

Was de monolayer vier maal met 400 l PBS 0,05% Tween80 per well.

Pipetteer 50 µl RAM peroxidase geconjugeerd (DAKO P 0260) op de cellen en incubeer 1 uur bij 37° C. 

Cell-ELISA: verdunning 1:8000 in blokbuffer

IPMA:
verdunning 1:1000 in blokbuffer

Was de monolayer vier maal met 400 l PBS 0,05% Tween 80 per well.

Cell-ELISA:

Incubeer 20 min met 100 µl TMB, in het donker bij KT.

TMB op tijd uit de koelkast halen om het op KT te laten komen. In het donker incuberen om hoge achtergrond te voorkomen.
Stop de kleurreactie met 100 µl 2 M H2SO4.

Meet de extinctie bij 450 nm.

IPMA:

Meng direct voor gebruik 1 ml AEC stock met 19 ml 0,05 M NaAc pH 5,0. Filtreer de oplossing door een 2,2 µm (5 m mag ook) filter en voeg dan nog eens 10 µl H2O2 30% toe. 

Pipetteer 100 µl substraat in elk welletje en incubeer bij KT. 

Controleer regelmatig de kleuring (± 30 min). 

Stop de kleurreactie door spoelen met leidingwater.

8.8: Protocol microneutralisatie

Protocol microneutralisatie voor influenza H-subtype stam specifieke antistof bepaling.

Versie 4

Protocol is voor neutralisatie deel overgenomen van WHO manual.

Verdunningsmedium serum (VMS)

EMEM-SVM (dat is EMEM + Hanks zouten + 0.035% bicarbonaat) + toevoegingen (100 IE Penicilline/ml, 100 U Streptomycine/ml, 0.084% bicarbonaat, 2 mM glutamine, 0.02 M Hepes [respiratoir])
Virusgroei medium (VGM)

EMEM-SVM (dat is EMEM + Hanks zouten + 0.035% bicarbonaat) + toevoegingen (100 IE Penicilline/ml, 100 U Streptomycine/ml, 0.084% bicarbonaat, 2 mM glutamine, 0.02 M Hepes [respiratoir]) + 5 µg/ml TPCK-treated trypsine (Sigma) (stock 2.5 mg/ml 1:500 gebruiken; 200 µl op 100 ml)

Trypsine TPCK treated Sigma T-8802 100 mg 11,900 U/mg

Oplossen in 40 ml a.d. = 2.5 mg/ml; uitvullen in 0.5 ml porties.

Wasmedium

EMEM-SVM + 100 IE Penicilline/ml en 100 U Streptomycine/ml.

Voor IPMA

AEC stock

400 mg 3-amino-9-ethyl-carbozole (AEC) (poeder V415)

aanvullen tot 100 ml met dimethylformamide (DMF)

bewaren in donker bij 2-8°C gedurende 6 maanden

0.05M NaAc pH 5.0 (mw 83.03)

afgeleide van azijnzuur

Los 4.10 g op in circa 900 ml water, stel met azijnzuur op pH 5.0, vul aan tot 1 L met water.

Cellen

Gebruik 2 of 6 dagen oude MDCK-T CB4 (of andere geschikte cel) monolayer op 96 wells plaat. Inzetten: 5x104 cellen/well ( 200 µl van 2.5x105/ml suspensie. Eventueel kan voor een 2 dagen oude monolayer een 1 dag oude monolayer gebruikt worden als de monolayer 's-ochtends vroeg ingezet wordt. Voorwaarde voor de kwaliteit van de Cell-ELISA is dat de monolayer volledig gesloten is.
Voorbereiding sera (startverdunning 1:20, met RDE voorbehandeling 1:200!)

Sera dienen in viervoud getest te worden. Drie sera kunnen op één 96-wells plaat getest worden.

Inactiveer een benodigd deel van het serum (4 x 12 µl, dus neem circa 70 µl) in epjes gedurende 30 min bij 56°C.

Kunnen ook RDE behandelde, geabsorbeerde en geïnactiveerde sera zijn die voor HAR gebruikt worden (let op RDE behandelde sera zijn al 1:10 verdund, dus dan is beginverdunning 1:200!).

Pipetteer in een cellculture 96 wells plaat (neutralisatieplaat) 60µl VMS in alle welletjes.

Pipetteer in rij A 48µl VMS extra.

Voeg in rij A 12µl serum toe A1-A10.

Maak tweevoudige verdunningsreeks door 60µl over te pipetteren (A tot H). Gooi 60µl uit rij H weg.

Voeg 60 µl VMS toe aan celcontrole (CC) welletjes E11-H11.

Voorbereiding sera (startverdunning 1:2; met RDE voorbehandeling 1:20!)

Sera dienen in viervoud getest te worden. Drie sera kunnen op één 96-wells plaat getest worden.

Inactiveer een benodigd deel van het serum (4 x 60 µl, dus neem circa 200 µl) in epjes gedurende 30 min bij 56°C.

Kunnen ook RDE behandelde, geabsorbeerde en geïnactiveerde sera zijn die voor HAR gebruikt worden(let op RDE behandelde sera zijn al 1:10 verdund, dus dan is beginverdunning 1:20!).

Pipetteer in een cellculture 96 wells plaat (neutralisatieplaat) 60µl VMS in alle welletjes.

Voeg in rij A 60 µl serum toe A1-A10.

Maak tweevoudige verdunningsreeks door 60µl over te pipetteren (A tot H). Gooi 60µl uit rij H weg.

Voeg 60 µl VMS toe aan celcontrole (CC) welletjes E11-H11.

Toevoegen virus

Gebruik 2x geconcentreerde virusverdunning in VMS uit de virustitratie die voldoende hoge OD450 in Cell-ELISA geeft en voldoende plaques in de IPMA.

Virustitratie was met 100µl, omdat in microneutralisatie 50 µl virus wordt gebruikt twee maal geconcentreerd gebruiken. Voortaan titratie voor microneutralisatie met 50µl virus doen, en zelfde protocol als microneutralisatie volgen; serum vervangen door medium.

Maak terugtitratie reeks van virus in welletjes A12-H12. Voeg 60µl virus toe aan welletje A12 en 60µl aan welletje B12. Verdun uit welletje B12 60 µl door (B tot H) en gooi 60 µl uit H weg.

Voeg 60µl virus toe aan serum welletjes.

Voeg 60µl virus toe aan VC welletjes (A11-D11).

Voeg 60µl VMS toe aan CC welletjes (E11-H11).

Voeg 60µl VMS toe aan welletjes B12-H12 van terugtitratie.

Meng de welletjes door voorzichtig tikken tegen zijkant van plaat.

Incubeer 2 uur bij 37°C en 5% CO2.

Infectie cellen

Tijdens incubatie plaat met cellen klaarmaken. Monolayer 2x wassen met 200 µl EMEM + penicilline en streptomycine om serum te verwijderen. Met multichannel opbrengen en afzuigen met "hark". De tweede maal wasvloeistof op cellen laten staan. Niet al te lang, dus zorgen dat platen net gewassen zijn als incubatieperiode afloopt.

Opletten dat de cellen niet droog komen te staan. In de praktijk komt dat erop neer dat niet meer dan 4 rijen in één keer afgezogen en gevuld worden.

Na 2 uur incubatieperiode. Verwijder per rij wasmedium van monolayer en pipetteer onmiddelijk 100µl van de neutralisatieplaat serumverdunningen op de monolayer. Gebruik steeds nieuwe pipetpuntjes.

Incubeer 2 uur bij 37°C en 5% CO2.

Was 1x met 200 µl EMEM-SVM + penicilline en streptomycine om virus/serum mix te verwijderen. Gebruik steeds nieuwe pipetpuntjes.

Direct na wasstap 200µl VGM (met trypsine!) aan welletjes toevoegen met steeds nieuwe puntjes.

Incubeer 18 uur bij 37° C.

Cell-ELISA of IPMA

Zuig medium van cellen af met "hark" en pipetteer direct 100 µl koude aceton-PBS mix (80:20) op de cellen. Incubeer gedurende 20 min.

Zuig aceton af met hark, sla de plaat zo goed mogelijk droog op papier en laat ten minste 30 min drogen aan de lucht. De cellaag moet geheel droog zijn. Platen kunnen ingesealed in plastic in de koelkast bewaard worden.

Monolayer 5x wassen met PBS 0.05% Tween 80 door onderdompelen.

Voor alle wasstappen geldt: na onderdompelen plaat ten minste 1 min bij KT incuberen voor de volgende keer onderdompelen. Wassen met washer kan, programma Bartonella op washer V407 (programma 1 =BNE), 4 maal wassen met 400 µl. Eigen buffer fles gebruiken.

Pipetteer 100 µl PBS + 0.1% Tween 20 + 4% Non Fat Dry Milk (NFDM) ('ELK' van Campina), of 4% BSA (Sigma A 3803), op de monolayer, dek af met plate sealer en incubeer 1 uur bij 37° C.

BUFFER ELKE DAG VERS MAKEN EN 'ELK' OF BSA GOED OPLOSSEN OP MAGNEETROERDER

In 2002 van ELK op BSA overgestapt, dit werkt uitstekend!

Monolayer 5x wassen met PBS 0.05% Tween 80 door onderdompelen.

Pipetteer 50 µl van HB65 MoAb (anti influenza NP) op cellen. (verdunning 1:8000 [IPMA 1:4000] in PBS + 0.1% Tween 20 + 4% NFDM of BSA) en incubeer 1 uur bij 37°C.

Monolayer 5x wassen met PBS 0.05% Tween 80 door onderdompelen.

Let op, na 2x wassen de bak met wasbuffer omspoelen en met verse wasbuffer vullen.
Pipetteer 50 µl van RAM peroxidase geconjugeerd (DAKO P 0260) op cellen. (verdunning 1:8000 [IPMA 1:1000] in PBS + 0.1% Tween 20 + 4% NFDM of BSA) en incubeer 1 uur bij 37° C.

Monolayer 5x wassen met PBS 0.05% Tween 80 door onderdompelen.

8.9 ELISA Protocol

Benodigdheden:

- Coating buffer (verdunningsvloeistof voor virus): 0,01 M Phosphate Buffered Saline, pH7,2 (PBS) 

- Was/blokbuffer: SuperBlock® T20 (PBS) Blocking Buffer, Pierce dat een bepaalde samenstelling eiwitten bevat die de plaatsen wegblokt waar geen virus heeft gebonden. 

Wasbuffer: 1 liter PBS met 1 ml  (0,1%) Tween-20.

- Blokbuffer: (verdunningsvloeistof voor sera): voor één plaat is nodig 12 ml PBS, 6 µl (0,05%)Tween-20 en 120 µl (1%) BSA (Bovine Serum Albumine). 

- Conjugaat-buffer: (verdunningsvloeistof voor sera): voor één plaat is nodig 12 ml PBS, 6 µl (0,05%)Tween-20 en 120 µl (1%) BSA (Bovine Serum Albumine). 

- TMB (als er peroxidase aan het conjugaat zit)  TMB op tijd uit de koelkast halen. 

- H2SO4: zwavelzuur
Dag 1: De plaat met antigen coaten

De plaat coaten gebeurt met ongezuiverd virus (wel gecentrifugeerd 10‘ 3000 rpm zodat de celresten verwijderd zijn) Als eerste kan gekeken worden of er met het ongeconcentreerde virus goede resultaten worden behaald, zo niet, dan kan het virus geconcentreerd worden tot 1000 HA/ml door middel van ultracentrifuge (de concentratie nu is 320 HA/ml).

Maak een tweevoudige verdunningsreeks in 12 kolommen. 

Voeg hiervoor 100 µl coating buffer (PBS: 0,01 M Phosphate Buffered Saline, pH7,2) toe aan kolom 2 t/m 11. Voeg 100 µl 10x verdund virus toe aan kolom 1 en 2. Pipetteer 100 µl uit kolom 2 in kolom 3 en meng, pipetteer 100 µl uit kolom 3 in kolom 4, etc. tot kolom 10. Verwijder 100 µl uit kolom 10. Kolom 12 is de controle (geen virus) alleen coating buffer. 

Laat de plaat overnacht incuberen bij 4ºC.

Dag 2: de ELISA
Het serum moet van te voren 30 min geïnactiveerd worden bij 56ºC. Verdere voorbehandeling is niet nodig.
Maak een tweevoudige verdunningsreeks beginnend met 10x verdunning in verdunningsvloeistof (1liter PBS, 0,5 ml (0,05%)Tween-20 en 10 g (1 %m/v) BSA) van humaan serum tegen het virus. Maak deze in een aparte plaat. Voeg hiervoor 120 µl verdunningsbuffer toe aan rij B t/m H. Voeg 120 µl serumverdunning toe aan rij A en B. Pipetteer 120 µl uit rij B in rij C en meng, pipetteer 120 µl uit rij C in rij D etc. Verwijder 120 µl uit rij G. Rij H is de controle (geen serum).

Was de platen 3x met 300 µl was/blokbuffer om aspecifieke binding tegen te gaan. Sla de platen uit. Breng 100 µl van de gemaakt tweevoudige verdunningsreeks per kolom over naar de plaat met gecoat virus en incubeer de plaat voor 1 uur bij 37ºC.

Was de platen 4x met wasbuffer (1 liter PBS met 0,5 ml  (0,05%) Tween-20), sla de platen uit.Voeg 100 µl conjugaat (tweede antistof,) toe (anti-human IgG, peroxidase labeled) en incubeer de plaat voor 1 uur bij 37ºC.

Was de platen weer 4x met wasbuffer en sla de platen uit. Voeg 100 µl TMB toe aan elke well. In het donker incuberen om een hoge achtergrond te voorkomen. Laat kleurontwikkeling ontstaan en stop de reactie met 100 µl zwavelzuur. Meet de extinctie bij OD 450 nm.

8.10 ELISA Protocol for Human H5N1 serum detection

ELISA Protocol for Human H5N1 serum detection 

This describes the procedure for ELISA assay to detect antibody to avian influenza viruses. And this assay can be carried out in BSL-2 laboratory.

MATERIALS

1. ELISA Diluent: 0.5% Gelatin, 0.15% Tween-20,4% Goat serum in PBS


5.0g   Gelatin, Fisher, Cat. # G8-500


900ml 0.01M Photphate Buffered Saline, pH7.2 (PBS)



Gibco, Cat. # 20012-019

Dissove gelatin in PBS by heating for 2min in microwave; cool to 37oC


1.5ml  Tween-20, Sigma, Cat. # P-1379


40ml   Normal goat serum, Gibco, Cat. #16210- 023

Bring volum upto 1L with PBS

2. Wash Buffer.     PBS, 0.1% Tween-20

4L PBS


4ml Tween-20

3. Antigens:

Baculovirus-derived Influenza hemagglutinin (HA) recombinant antigen



Protein Sciences Corparation, Meriden, CT




Purified HA from whole influenza viruses using the Bromelain




Purified whole influenza viruses

4. 20-Antibodies:


IgG Goat anti-human IgG  (HRP labeled)




Kirkegaard & Perry Laboratories, Cat. # 474- 1002



Dilute 1:4000 in ELISA diluent or at optimal concentration



IgM Goat anti-human IgM (HRP labeld)




Kirkegaard & Perry Laboratories, Cat. # 074-1003



Dilute 1:1000 inELISA diluent or at optimal cancentration

5. Substrate: 

HRP- Substrate

for each 20ml of substrate (2-plates/20ml)


10mg O-phenylenediamine dihydrochloride (OPD) tablet



Sigma, Cat. # P8287


20ml Citrate buffer,

(Made with Sigma Citrate Buffer capsules Cat3P4922, 1 capsule/100  ml H20)

Add tablet to citrate buffer just before use



OR


58.8g  trisodium citric acid


2L dH20

pH to 4.5 with HCl

 
Add 8(l 30% hydrogen peroxide to each 20ml of substrate just prior to use( Added after substrate tablet has dissolved)

6. Stop Solution: 1M Sulfuric acid 

7. Microwell Plates: Immulon-2 High Binding flat-bottom microtiter plates

(Dynex Technologies, Inc; Chantilly VA, Cat33455).

METHODS:

Day-1

Coating plates with antigen-

1. Adjust antigen concentration to 1(g/ml or 1000 HAU/ml (for purified virus) in PBS (You will need 10ml/plate).

2. Add 100(l to each well of microtiter plate.

3. Cover with plate(s) with plastic wrap and store at 4oC overnight.

Day-2

Serum preparation-

1. Prepare a 1:100 dilution of sera in ELISA diluent.

2. Incubate for 1 hour at 370C.

ELISA-

1.Wash plates 3X with wash buffer.

2.Add 100(l of ELISA diluent to all wells (forIgG) or B to H(for IgM).

3. Add 33(l of 1:100 serum dilution to top row of plate (1:400 final dilution for IgG) or add 133(l of 1: 100serum dilution to top row of plate (1:100 final dilution for IgM), and perform 4-fold dilutions by transferring 33(l from row-to-row until you reach row G. Discard 33(l from row G. (See diagram below)

Picture

4. Incubate plate(s) at 37oC for 1.5Hr.

5. Wash plate(s) 4X in wash buffer.

6. Add 100(l of HRP-labeled 2o anti-human IgG or IgM antibody (diluted inELISA diluent) to each well.

7. Incubate plate(s) for 45 minute at 37oC.

8. Wash plates 5X in wash buffer.

9. Add 100(l OPD substrate to each well.

10. Allow color development (~2-5min) and stop reaction with stop solution (100

(l/well).

11. Read plate(s) at 490nm.

CALCULATIONS

1. A positive well is determined as any absorbance value which is greater than the negative cutoff determined for the given serum dilution.

2. Determine the negative cutoff value for each dilution by the following calculation:

Negative cutoff absorbance = (Neg Ctrl. Average) + (3* STDEV (Neg Ctrls))

3. Use AT LEAST 5 AGE-MATCH known human negative control sera to determine the cutoff.

8.11 resultaat microneutralisatie 1










 

8.12 resultaat microneutralisatie 2



Serum doorverdunningen 1:640


25 µl verdunningsvloeistof + 25 µl serum (25 µl weg) + 25 µl virus  + 50 µl ery’s 
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Serum doorverdunningen 1:20 tot 1:320


25 µl verdunningsvloeistof + 25 µl serum (25 µl doorverdunnen) + 25 µl virus  + 50 µl ery’s 








Serumverdunningen 1:10


25 µl serum + 25 µl virus + 50 µl ery’s 
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Erycontrole:


50 µl verdunningsvloeistof  + 50 µl ery’s





Virus terugtitratie: start met 2 of 4 HAE en verdun 1:2 uit tot 1:16


25 µl verdunningsvloeistof  + 25 µl virusverdunning, 25 µl doorverdunnen + 50 µl ery’s 
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25 µl verdunningsvloeistof +


25 µl positieve controle
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