IMUNOCHEMICKE METODY

Imunochemické metody jsou zaloZzeny na pouZiti |atetk jako ,specifickych
vazebnychiinidel. Pomoci imunochemickych metod Ize stanovitivodnim biologickém
materialu celouradu cizorodych latek (farmaka, toxické latky), latklu vlastni, latky
infekéniho pivodu nebo specifické protilatky vzniklé ngaky imunologicky podit.

Antigeny jsou makromolekularni latkytippzeného nebo u&eho pivodu, které
imunitni systém rozpozna jako cizi. Po vpraveni \dmdného organismu, antigeny
stimuluji tvorbu protilatek, lymfokif, regul&nich a vykonnych T-lymfocyt ¢imz navodi
imunitni odpo¥d. Antigen nmize byt nekompletni, pak hotime o hapténu nebo
kompletni, ktery se ozgmje jako imunogen. Imunogen lIze charakterizovatopobsti
vyvolat a stimulovat tvorbu protilatek, narozdil adtigenu, ktery se pouze specificky vaze
na protilatku bez toho, Ze by vyvolal tvorbu prétik. Tvorbu protilatek Ize vyvolat az po
navazani haptenu na makromolekularni molekulu +¢n&gy vznikne konjugat, ktery je
imunogenni. Antigenni determinanta hapténu je padngu z determinant na strukdu
konjugatu.

Specifitou reakce antigen-protilatka se rozumi améafinity vazebného mista
protilatky vici uré¢itému vlastnimu epitopu na molekule antigenu. Afiniyjaduje energii
vazby mezi jednim vazebnym mistem na protilatcefisly$nym epitopem na antigenu.
Afinita vazby je dana s@tem vSech odpudivych difazlivych sil (van der Waalsovy sily,
vodikové niistky, hydrofobni interakce aj.) mezid@aa komplementarnimi strukturami.

Avidita vyjadtuje celkovou energii vazby mezi protilatkou a aetigm a je dana
souwtem vazebnych afinit vSech jednotlivych vazebnyckstrma protilatce se vSemi
odpovidajicimi epitopy na antigenu.

Pfi normalni imunitni odpaodi hostitele na imunogen dochazi ke stimulaci
lymfocyta, které po diferenciaci produkuji plazmatické nky schopné sekretovat
protilatky. Komplexni antigen je schopny vyvolabtiu celéfady protilatek siznou
specifitou, které jsou produktyiznych bugcnych linii plazmatickych butk. Takto
vzniklé protilatky se proto nazyvaji polyklonalni maji schopnost reagovat i&nymi
epitopy imunogenu. Naproti tomu monoklonalni péikh je produktem jediného klonu
plazmatické biikky. Hybridni bur¢né linie (hydridomy) vznikaji fazi imunizaci

sensitizovanych mysich lymfodytze sleziny s nesmrtelnou linii mysiho myelomu.



Vysledkem fuze je hybridomova fka, ktera si zachovala nesmrtelnost myelomové hnie
schopnost produkovat protilatku slezinnélkoy

Jedingnad schopnost monoklonalni protilatky reagovat sijd epitopem na
multivaleénim antigenu na druhé stiampisobuje, Ze #Sina monoklonélnich protilatek
nevytvai sit a tudiz neprecipituje makromolekularni antigenytoo divodu nelze
monoklonalni protilatky pouZzivatiptradicnich precipiténich metodach. Naproti tomu
imunosaturéni metody zaloZzené na kotvené protilatce na peaaé gouzivaji ¥tSinou
monoklonalni protilatky.

Precipitace imunokompléx v kapalné fazi a stanoveni jejich mnozstvi
turbidimetricky nebo nefelometricky gak velmi pouzivanym metodam pro analyzu celé
fady latek.

Tabulka .
Latky nefené imunoprecipitami reakci pomoci rozptylu &tta (turbidimetrie a

nefelometrie)

Specifické proteiny Imunoglobuliny
prealbumin 19G
albumin IgA
oz-antitrypsin IgM
a1-kysely glykoprotein Koagulaéni faktory
apolipoprotein A antitrombin 111
haptoglobin Léky
ox-makroglobulin digoxin
ceruloplasmin fenobarbital
transferin theofyllin
hemopexin gentamycin
apolipoprotein B tobramycin
Cs, G
C-reaktivni protein
fibrinogen

Pri stanoveni antigeénje nutno zajistit, aby v roztoku precipitoval jEten systém
antigen-protilatka. V praxi to znamena, Ze pro at@vanou bilkovin&i hapten se pouziva



piisné monospecifické antisérum. Imunoprecipita reakce antigen-protilatka zgaiku
probiha velmi rychle (wadu milisekund) a pokéaje pomaleji po #&olik hodin. pro
turbidimetricka a nefelometricka dfeni se pouzivaji dva rozdilné postupyremi, a to
kinetické ngfeni vzniku imunoprecipitatu a dfeni mnoZstvi imunoprecipitatu
v pseudoekvilibru. Kinetické #tieni se provadi obvykle v prvnich minutach reakeetgie
na pa&atku je velikost zrny poneru intenzity rozptyleného stla za jednotkucasu
maximalni. Naproti tomu #teni v pseudorovnovazném stavu se provadi az zaD30-6
minut, kdy zngna intenzity rozptyleného &tla je relativie mala vzhledem k d@épotrebné
pro znefeni vzorki. Ve skuténosti v tomto¢ase neni reakce jgst rovnovaze, a proto se
tento stav nazyva pseudorovnovaznynti Rinetickém zgsobu mndfeni se vyuziva
skute&nosti, Ze rychlost vzniku precipitatu &@s k dosazeni maximalni rychlosti tvorby
precipitatu jsou mo umeérné koncentraci antigenu. Vyhoda tohotoigpbu néieni je

v tom, Ze se nemusi provddlepé zkousky ardiekat 30-60 minut.

Provedeni nefelometrickych nebo turbidimetrickygthanoveni mize byt vylepSeno
urychlenim reakce ffdavkem linearnich polymer jako je napiklad polyethylenglykol
(PEG 6000) v koncentracich 30-60 g/l. Tato modifikalovoluje nifit nizSi koncentrace
antigenu a poskytuje daleko stabjBi suspenze imunokomplexNefelometrické metody
jsou citlivéjsi neZ turbidimetrické, pmarny detekni limit pro sérové proteiny je 1.0
1.10° g/l. lepsi citlivosti Ize dos&hnout u stanoventsimich tekutindch jako jsou
mozkomisni mok nebo mip vzhledem k jejich nizSimu obsahu bilkovin a lipidze
dosahnout lepsiho pamu signal/Sum. B stanoveni nizkomolekularnich protéirinag.
myoglobin M 17800) Ize dosahnout vysSi citlivosti pouzitimelaivychcastic obalenych
protilatkou.

VSechny zmiované reakce jsou zaloZeny na hodnoceni imunoi&cipto je kdyz
reakce probhla do teti faze. Za witych podminek Ize k analytickymé@lam vyuzit i
pocateni rychlou fazi reakce antigen-protilatka. nezbytnpodminkou pro sledovani
pocateini faze reakce antigen-protilatka je ozeai jednoho z reaktaintreakce, ktera pro
probshnuti reakce umaitije dostaténé citlivé kvantitativni stanoveni ztaeného volného
reaktantu nebo reaktantu vazaného v komplexu. Anatbdy tohoto typu pouZzivaly ke
znaseni radioaktivni izotopy ¢, *H a dal$i). V sokasnosti pevladaji neizotopové

techniky vyuZzivajici zngeni enzymy, luminofory, fluorescé&mimi latkami atd.



Pri vyvoji imunochemickych metod se zZtemymi molekulami se vyuZivaji reakce
kompetitivni a nekompetitivni.fpkompetitivnim usptadani imunochemického stanoveni
je moznost smichat vSechny komponenty najednou u{g&iimi) nebo postugn U
simultdnniho kompetitivniho stanoveni sodki zna&eny a nezngny antigen o vazbu na
protilatku. v tomto systému musi byt avidita pratly pro zn&eny i nezn&ny antigen
totoZzna. Za &chto podminek je pra¥godobnost vazby protilatky na ozmamy antigen
negimo umérnd koncentraci neztianého antigenu. Upostupného kompetitivniho
stanoveni se nejprve nezeay antigen smicha $gbytkem protilatky a vazba se necha
dokshnout do rovnovahy. Pak se teprvBdp zn&eny antigen a vazba se nech&top
dobkshnout do rovnovahy. Po odéléni se stanovi frakce vazaného gareho antigenu a ta
je potom pouzita k vypdu koncentrace nezéeného antigenu.iPpouziti dvoustupové
metody niize byt na protilatku navazan&ts$i frakce neznmného antigenu nez u
simultanniho stanoveni, zejménia pizkych koncentracich antigenu. tento postup kioga
dvou azctyinasobné citlivosti &i simultannimu stanoveni.

U nekompetitivniho stanoveni antigenu feba na povrch pevné faze navéazat
nadbytek protilatky specifické pro antigen. V drugi stanoveni antigen reaguje s takto
zakotvenou protilatkou a ostatni proteiny jsou viynyNakonec je pidana sekundarni
znaena protilatka (konjugat), ktera reaguje s jiz ravdgym antigenemips druhy, rozdilny
epitop. Navazana ztana druha protilatka je po promyti stanovena akjgjicentrace nebo
aktivita je gimo unmérnd koncentraci antigenuiimekompetitivnich stanovenim mohou byt
jak primarni, tak sekundarni zZrema protilatka bdi polyklonalni nebo monoklonalni.
Jestlize se pouziji @vmonoklonalni protilatky protitiznym epitom, miZzeme sotasre
inkubovat vzorek jak s primarni tak sekundarni ipatiou, coz zné&n¢ zjednodusi protokol
stanoveni.

Imunochemickd metoda, kterd vyZaduje pro kvarddikcje oddleni volného
reaktantu od jeho vazané formy, se @@ jakoheterogennj naproti tomu metody, které
tento krok nevyZaduji se nazyvhpmogenni

Heterogenni metoda vyzZaduje, aby rychlostni kamatdavorby imunokomplexu
byla mnohem #sSi jak jeji disociani konstanta a musi byt k dispozici vhodna sefrara
metoda. Nejvice pouzivanymi separani technikami jsouprecipitace a adsorpce na
pevné fazi. Precipitace nze byt vyvolana fdanim latek, které srazi proteiny (siran

amonny), nebo imunologicky,figdanim druhé precipitujici protilatky. Jestlize mérni



protilatka je krakiho pivodu, druh& protilatka by &a byt kozi nebo a%i se specifitou
proti kralicimu y-globulinu. Tento postup ma vyhodu ve svém univiaiza pouZiti pro
kterékoliv stanoveni, nevyhodou je delSi doba aprani.

Separani techniky vyuZzivajici adsorpce na pevnou fazi Sece pouzivaiji.
Kompetice zn&ného a nezianého antigenu o navazani na vazebna mista pkgtilat
probih& na povrchu pevného niess protilatkou fichycenou bd’ fyzikalni adsorpci nebo
kovalentni vazbou. Pouziva seékolik riaznych tym nosta, véetné vnitinich povrcli
polystyrenovych zkumavek nebo jamek mikrotitch destiek a vrgjSich povrcli
nerozpustnych materigljako jsou celulosa, magnetické latex@éstice nebo kutky. pri
pouziti zkumavek nebo mikrotittaich destiek jsou povrchy sfichycenou protilatkou a
navazanym antigenem promyty na mist stanoveni je zakoéeno gidanim cinidla
s indikatorem (izotopem nebo enzymem).

Homogenni imunoanalyza nevyZaduje &ddi volného a vdzaného zmemého
reaktantu. U tohoto typu analyz dochazi kesmraktivity znaené molekuly po vazbna
antigen. V praxi to znamena, Ze jela inkubovat vzorek se stanovovanym antigenem,
zna&enym antigenem a protilatkou ditpm mefit aktivitu zna&kujici molekuly, coZgini
metodu jednodusi a rychlejsi.

Imunochemické metody, které vyuZivaji jako &na enzymy pat do souboru
metod ozn&vanych jako enzymova imunoanalyzy EIA (Enzyme Imoassay). Existuji
dv¢ hlavni techniky, a to ELISA (Enzyme Linked Immuodsent Assay) a EMIT (Enzyme
Multiplied Immunoassay Technique).

ELISA pouzZivd ke zngkovani komplexu antigen-protilatka enzymy. pro sp&
provedeni techniky ELISA ja¢ba splnittadu gedpoklad. Antigen nebo protilatka musi
byt navazan na povrch nerozpustného debiez ztraty imunoreaktivity. Pouzité enzymy
musi mit vysokou specifickou aktivitu, tj.fg@meénuji velkd mnozZstvi substratu na
detekovany produkt. Stabilita enzina také imunologicka reaktivita konjugatu musi byt
stabilni jak Bhem reakce, tak idmem jeho skladovani. Aktivita enzyiykteré jsou pouzity
pii znatkovani se nefive @irozerg vyskytovat v analyzovanych biologickych tekutinach
VétSina ELISA metod jsou stanoveni na pevné fazi, a® antigen nebo protilatka jsou
adsorbovany na povrch pevného desiNekteré pracovni protokoly ELISA jsou zaloZeny
na kompetitivnim charakteru vazebné reakce liganditatka, jiné naopak vychazeji

z nekompetitivniho charakteru vazebné reakce. vechs/Spostupech je fazen krok



separace vazaného enzymoveho konjugatu od volngéhgmevého konjugatu. Mnozstvi
vazaného enzymového konjugatu stanovime fidapi substratu gienim katalytické
reakce enzym-substrat. Jedna molekula enzynidenihem rekolika minut gemenit
velké mnozstvi molekul substratu na stejné mnoZzstelekul produktu, poskytujici
zesilenou a snadno detekovatelnowrmmyv zabarveni. ProtoZze s@sti této techniky je
separani krok, pati tento typ mezi heterogenni stanoveni.

Protilatky pouzivanéip ELISA metodach mohou byt monoklondlni i polykldmia
Jsou dodavany jako antiséra nebo izolované imubagifwové frakce. Protilatky mohou
byt pouzity ve formd roztok nebo imobilizované na pevném rodpii technikach ELISA
mohou protilatky vystupovat v neztemé podob nebo ve formi konjugat.

Antigeny jsou ziskavany purifikaci Zippdniho materidlu nebo rekombinantni
technologii. Jsou pouzivany jako enzymové konjugékly v rozpustné nebo imobilizované
formé. Standardy a kontrolni séra jsou dodavany jakdiliyovana lidska séra s azidem
sodnym a s deklarovanou koncentraci antigenu.

Enzymové konjugaty jsou Huantigeny nebo protilatky kovalertmavézané na
vybrany enzym. R piipraw konjugatu lze postupovat tak, Ze protilatky a enyyjsou
nekovalentd znakovany biotinem a pak se vyuZziva jeho silné vazeddivéty k avidinu.
Avidin ma pro biotin¢tyti vazebna mista a jerekteré reaguiji s biotinylovanou protilatkou,
zbyla vazebna mista mohou slouZit jako receptory lgptinem zn&eny enzym. Cely
postup tak mMze byt zkracen pouzitim biotinem zeaé protilatky a enzymem zteného
avidinu.

Pufry, které se ip ELISA metodach pouzivaji slouzitkdini vzorki a cinidel
v soupra¥¢ a Kk jejich rekonstituci z lyofilizované formy. Rea ELISA probihaji
v prostedi pufi, které zajisuji urcité pH a koncentraci iofit

Pii ELISA metodach se pouzZiva ke #Zpai enzymperoxidasa a jeji substrat
peroxid vodiku, ktery vigtomnosti chromogenu 1,2-diaminobenzenu daeéteiny Zluto-
oranzovy produkt. DalSim enzymem, ktery se vyukian&eni imunokomplek, je B-D-
galaktosidasaa jeji substrab-nitrofenyl{3-D-galaktopyranosid, ktery jer@menovan na
metitelny Zluty nitrofenolovy produkt. Ke ziani se takécasto pouzivaalkalicka

fosfatasaa jeji substrap-nitrofenylfosfat, ktery je feméinovan na nitrofenolat.



Zastavujicim¢inidlem peroxidasoveé reakce je 1M kyselina siroki&ra zarove
stabilizuje koneény barevny produkt enzymové reakce. U souprav, éktpouZzivaji
alkalickou fosfatasu se enzymova reakce zastavaekem hydroxidu sodného.

K detekci antigenu nebo haptenu &asto poZiva technika ELISA vyuZivajici
kompetitivni vazebnou reakci na pevné fazi. U tohoto typu stenbsowZzi o vazbu na
omezeny p&et vazebnych mist na pevném povrchu imobilizovarprchilatek neznéeny
ligand s ligandem zganym enzymem. Po kratké inkubaci je separovan vieimgplex od
komplexu vazaného. Po promyti jédan substrat a enzyniifpmny ve vazané frakcijej
premeni na barevny produkt. MnoZstvi vzniklého produj@wnegimo ungrné koncentraci
nezngeneého ligandu v testovaném vzorku. Absorbance atdind kontrolnich a
testovacich vzorkje meiena na ELISA readruipprislusné vinové délce. &fi se obvykle
do dvou hodin po zastaveni reakce. Refamejamky, které obsahuji jen konjugat ligandu
s enzymem vykazuji nejintezigjdi zbarveni. Ubytky zabarveni v jamkéach jsoudimé
mnoZstvi nekonjugovaného antigenu. Standardivkk dostaneme linearnim vynesenim
pramérnych hodnot absorbanci dvojic standamda osuy proti prislusné koncentraci
antigenu na osex. Koncentrace antigenu Vv kontrolnich a testovanycoraich,
stanovovanych s@asré se standardy, mohou byt stanoveny dbeleim ptimérnych
absorbanci vzoikk ze standardni fkvky. Tuto zavislost BZr¢ zpracovava pota
zabudovany v ELISA readru. Kompetitivni metodu EAIf2 mozné pouzit ke stanoveni
protilatek. v tomto fipact soutzi nezn&ené protilatky v analyzovaném vzorku gitou
danou koncentraci ztenych protildtek o vazbu na omezené mnozstvi amiige
imobilizovaného na pevném povrchu (¥nit povrch polystyrenovych zkumavek nebo
jamek mikrotitr&nich destiek).

Nekompetitivni ELISA, zndm& pod nézversendvitcova technika je nejvice
pouzivanou metodou ELISA pro stanoveni antigekteré maji nejmé&h dw¢ razne
antigenni determinanty. Zakladem stanoveni jsoyspyienové kuliky s adsorbovanym
nadbytkem specifické protilatky §&8inou monoklonalni) proti antigenu. Tyto Kiky jsou
specifické pro jednu antigenni determinantu naaladém antigenu. Vzorek je inkubovan
s kulickami povle€enymi protilatkou tak, az se vSechen antigen zerkweamavaze na
imobilizované protilatky na kulkach. Po odstrami nenavazaného materialu se stanovi
mnoZstvi navazaného antigenu pomoci dalSi enzymeaierzé protilatky, ktera je

namiena proti druhé antigenni determinamia stejném antigenu. Po druhé inkubaci a



separaci nadbyteého nenavazaného konjugatu, je stanovena akewvitymu, ktery je
navazan na sendvj pridanim vhodného substratu. Mnozstvi vzniklého pkbdyge gimo
amérné mnozstvi antigenu ve vzorcich. Jestlize je @ntotilatka monoklonélni, mohou se
oh¢ protilatky pidat sodasrg, coz znané zkrati celkovou dobu analyzy. Zma zabarveni
je piimo UunErnd mnozstvi antigenu ve vzorku. Vhodnym enzymem zma&eni byva

alkalicka fosfatasa.

PRAKTICKA CAST

1.Stanoveni imunoglobulinu 1gG turbidimetricky

Lidsky 1IgG mé& molekulovou hmotnost okolo 150 OOQtatar a sklada se ze dvou
identickych €zkych fetzci a dvou identickych lehkyctetézci, které jsou spolu spojeny
disulfidovymi vazbami. 1gG je produkovan plazmovyonkami (B-buiky) a predstavuje
75% vSechifd rozpustného imunoglobulinu. Hlavni funkci IgG\ézat antigeny, které
iniciuji aktivaci komplementu a spogttalsi katabolismus antigenu.

Snizené koncentrace IgG se objevuji u primarnitdké@ u sekundarnich syndrém
deficitu imunity. ZvySena ztrata protéinzpisobena nefrotickym syndromemjbe mit za
nasledek snizenou koncentraci IgG. Vysoké zvy&atrig fidy imunoglobuliri, zpisobené
mnoha@etnym myelomem, &Ze mit za nasledek pokles jinydfidtimunoglobulirii, nag.
IgG.

Zvyseneé koncentrace IgG lze pozorovat u zavaznyfekenich chorob a u chorob
autoimunity. Cetné formy myelomu produkuji vysok& mnoZstvi moooklniho nebo
polyklonalniho IgG. Kvantitativni stanoveni IgGrjezbytné pro difereémi diagnosudchto
chorob. VSechny metody kvantifikace IgG se kalibpup polyklonalni IgG.

Princip stanoveni:

Stanoveni 1gG je zaloZzeno na reakci imunoglobulgau specifickym antisérem jako
protilatkou. Tato reakce vyt¥ia nerozpustny komplex, produkujici zakal, ktery je
fotometricky néten @i 570 nm.

Pracovni postup:



Cinidlo zatfejeme v termostatu na 37°C. Do kyvety pipetujente r| ¢inidla A 10 pl
destilované vody nebo vzorku nebo standardu. Zaamieh vioZzime do spektrofotometru a
zapneme stopky. Hodnotu absorbanceiiéime pgesreé za 5 minut od fidavku vzorku.
Referentni hodnoty:

7-16 g/l

2.Stanoveni IgA imunoturbidimetricky v séru nebo pazmé

Lidsky IgA ma molekulovou hmotnost kolem 160 00Qtalai. IgA v séru je produkovan
plazmatickymi btikami (B-buiky) a predstavuje asi 15% vSechid rozpustného
imunoglobulinu. Asi 90% IgA je monomerni, zbytekdamérni nebo polymerni. &Sina
IgA neni g@itomna v séru, ale na povrchu membran sliznic. ahikh membran plic a
gastroinstestinalniho traktu se IgA uiagje plazmovymi bitkami v dimérni form. Dva
kusy ve tvaru Y jsou spolu svazany nejen spiofen fetézem, ale i specialnim peptidem,
ktery se nazyva sekiei komponent. tento typ IgA se nazyva seékidgA. V lidském séru
normalre neni gitomen, avSak v jinych énich tekutinach, nap v potu, slzach a
gastrointestinalnich a bronchialnich wgunich ano. Hlavni funkci IgA v séru je vazat se na
antigeny a spoudtdalSi katabolismus antigenu.

Snizené koncentrace IgA v séru se objevuji u prifch i sekundarnich defigit
imunity. Vysoké zvySeni jedn&idy imunoglobulinu, které je vyvolano mnafginym
myelomem, niZze mit za nasledek pokles v jinydidach imunoglobulih. ZvySena ztrata
IgA zpasobena &kou enteritidou rize mit za nasledek snizenou koncentraci. ZvySené
koncentrace IgA Ize pozorovatipgézkych infekcich a chorobach autoimunity. zejména
zaretlivé procesy jater mohou mit za nasledekzvySeadihy IgA v séru. Podoknako u
jinych tfid imunoglobuliri, produkuji ¢etné formy myelomy vysoka mnoZstvi
monoklonalniho nebo polyklonalniho IgA. Kvantitativstanoveni IgA v séru je nezbytné
pro diferegni charakteristikuéchto chorob. VSechny metody kvantifikace IgA sabialji
pro polyklondlni IgA v séru.

Princip stanoveni:

Stanoveni IgA je zaloZzeno na reakci mezi imunodiipln A jako antigenem a
specifickym antisérem jako protilatkou. Tato reakegtvori nerozpustny komplex,
produkujici z&kal, ktery je fotometrickydifen @i 570 nm.

Material a metody



Souprava BioVendor-Laboratorni medicina a.s., @Géniirade Park, Evropska 873,
Modtice

SloZeni soupravy:

R1: (reakni pufr)

Tris pufr pH 7,5 100 mmol/l
NaCl 180 mmol/l
Polyethylenglykol (PEG)

detergenty a stabilizatory

R2: (protilatka)

Tris pufr pH 8,0 100 mmol/l
NacCl 180 mmol/l
Protilatka (kozi) proti lidskému IgA

Stabilizatory
Vzorek:
Sérum, plazma (EDTA nebo heparin)
Stabilita: 7 dni B 15-25°C
3 mesice @i 2-8°C
6 mesial pri -20°C
Vzorek po rozmrazeni uz néire byt opakovahzmraZzen.
Pracovni postup

Napipetuje se do zkumavek podle tabulky:

Vzorek/ml Standard/ml Blank/ml
Vzorek 0,002 - -
Dest. voda - - 0,002
Standard - 0,002 -
R1 0,250 0,250 0,250

Promichat a 3-5 minut inkubovati 87°C, zngfit absorbanci A vzorku, standardu Aa

blanku Ay a potom pidat

R2

0,050

0,050

0,050

Promichat a 3 minuty inkubovati[87°C, zn&fit absorbanci Avzorku, standardu a blanku.

Vypacet:




Koncentraci neznameého vzorku ¢time z kalibrani kiivky, kterou sestrojime miniméain
z 5 bodh. jednotlivé body kalibréni kiivky uréime podle vztahu:
Ciga= Gst.(AA2 - AAp)/ (AAst - AAy) (9/1)

3.Stanoveni CRP (C-reaktivni protein) — latexova dgtinace

C-reaktivni protein (CRP) je nejzndj$i z proteii akutni faze, coz je skupina protéin
jejichz koncentrace v krvi se zvySuje jako reakae zawtlivA onemoctni. CRP je
normalré piitomen pi nizké koncentraci v krvi zdravych lidi (m&jak 5 mg/l). ZvySuje se
az na 500 mg/l ip akutnich zagtlivych procesech, spojenych s bakterialnimi infakg
pooperanimi stavy nebo poSkozenim tkani po 48 hodinackieMi CRP je uzity
laboratorni test, ktery se provadi zgelém zjiSéni akutnich infeknich staw a za delem
monitorovani zagtlivych proces i u akutnich revmatickych a gastrointestinalnibbrob.
Ve srovnani se stanovenimdpo leukocyt je citlivéjSi a projevi seidve. Do referetnich
mezi se vraci po &¢ rychleji.

Princip méieni:

Serum obsahujici C-reaktivni proteintgpbuje aglutinaci latexovychastic pokrytych
antihuman C-reaktivnim proteinem. Aglutinace latgyah ¢astic odpovida koncentraci
CRP a niiZe byt ngena turbidimetricky 540 nm.

Pracovni postup:

Pracovni roztok zabjeme na 37°C. Spetrofotometr nastavime proti Idgamné vod.
Napipetujeme 1 ml pracovniho roztokuigdame 7ul vzorku. Zamichame, kyvetu vioZzime
do spektrofotometru a zapneme stopky. Po 10 seagisabsorbanci (A a pak po 2
minutach (A).

Vypocet:

Vypocet koncentrace provedeme podle nasledujiciho vztahu

(A2 B A1)vzorek
(AZ - Ai)standard

X Cstandardu™ Gvzorek (MQ/I)

4.Stanoveni anti-streptolysinu O red latex ASLG*
Antistreptolysiny (ASL) jsou specifické protilatkynimoburécnych produki
streptokoka hnisavého, mezi nimiz je antistrepialy® jednou z nepstji pouzivanych

protilatek i klinickych laboratornich vyhodnocovanich. Reakartostreptolysinu O



poskytuje uziténé informace pro stanoveni diagnosy a monitorosirdptokokovych
infekci, nap. angina, otitida, spala, revmaticka hiae glomerulonefritida. Protilatky proti
streptolysinu lze zjistit 1 az 3 tydny po propukinufekce, gicemZz maximalni hodnoty se
objevuji ve 3 az 6 tydnu.

ASO red latex je suspenze polystyrenovych lategbwiastic s imobilizovanym
antigenem streptolysinem O. Vzorky majici aktivilk$O 200 IU/ml a vysSi vykazuji
aglutinaci a jsou interpretovany jako pozitivni..

Provedeni:

Test se provadi se vzorky @nidlem @i laboratorni teplat Na kontrolni kartu se
napipetuje 50ul vzorku (krevniho séra) nebo kazdé kontroly doasepanych kruf.
Zatrepe se lahvkou s latexem i@d pouzitim. Lahwka scinidlem A se drzi ve vertikalni
poloze a do kazdého kruhu se kapne jedna kafkalla. promichamecinidlo se
vzorkem/kontrolou, rozéit smes ples celou testovaci plochu pomoci michadélka, poazit
kazdou smss jiné michadélko, pmalu krouzitané po dobu 2 minut. Po 2 min o#lst pod
swtelnym zdrojem miru aglutinace.

Interpretace vysledkii:

pozitivni: aglutinace do 2 minut

negativni: bez aglutinace

5. Stanoveni anti-EBNA-1 EBV IgG

EBV (anglicka zkratka virus Epsteina a Barrove)djeh herpetického viru (pédled
gama, rod Lymphocryptovirus), ktery v organismu n&asgji napada bitky imunitniho
systému. Virus je vSudépomny a ¥tSina populace se s nim setka a vyit\gp proti remu
protilatky. Jedinym firozenym hostitelem jélovek. Po gimoinfekci mohou byt lymfocyty
transformovany a mohou byt polyklondlaktivovany s produkci autoprotilatek. Infekce
muze mit rdz lyticky (produktivni), mé rowha schopnost tranformovat lidskériy. Velka
¢ast infekci v dtstvi probiha bezijznaki. K onemocgni spojenym s EBV pé#tzejména
syndrom infekni mononukledzy, Burkittv lymfon, nazofaryngealni karcinom atd. Infekce
postihujecastji osoby se sniZzenou odolnosti a chronickou Ungpodle rékterych teorii
EVB zpisobujeci spiSe doprovazi syndrom chronické Unavy).

Princip metody:



ELISA-VIDITEST antiEBNA-1 EBV IgG je imunoanalytigk test na pevné fazi. Na
povrch jamek je navazan specificky antigen, ktefgdptavuje imunodominantni epitop
EBNA-1. jeho imunoreaktivita je zvySena konjugacé foilkovinny nosi. jsou-li
v testovanych sérechiippmny gislusné protilatky, navaZzou se na imobilizovanytjakp
Navazané protilatky pak v dalsim kroku reaguji citkami proti lidskému 1gG
zna&enym Kenovou peroxidasou. MnoZzstvi navazanychcengch protilatek se stanovi
barevnou enzymovou reakci. Negativni séra nereaguijha zné¢na v zabarveni jamek je
pozadim reakce.

Material a metody.

Souprava ELISA-VIDITEST anti-EBNA-1 EBV IgG —vyrobcVIDIA s.r.o., Nad Safinou
11/365, Vestec, Jesenice

Obsah soupravy

ELISA, odlamovaci stripy v manipulaim rameku, potazené specifickym antigenem
Standard A 8 AU/ml

Standard B 20 AU/ml

Standard C 50 AU/ml

Standard D 100 AU/ml

Standard E 170 AU/ml

Standard F 800 AU/ml

AU/ml znamend arteficialni jednotky/ml

konjugat protilatek proti lidskému IgG zFenych peroxidasou (10x koncentrovany)
promyvaci roztok (10x koncentrovany)

fedici roztok v pracovni koncentraci

chromogensubstratovy roztok v pracovni koncentraci

stop roztok v pracovni koncentraci

s&ek se zipem pro uchovavani zbytku odlamovacichtstri

Navod k pouziti soupravy

Certifikat kontroly kvality

Ptiprava reagencii:




VSechny slozky soupravy se vytemperuji na labondttaplotu. Bsné pred vySetenim se
zamicha vys@ébvanymi séry a standardy. testovana séngdiredicim roztokem 1:100 (5
pl séra + 50Qul fediciho roztoku). Standardy se‘edi.

Pracovni koncentrace promyvaciho roztoku igeravi nadedtnim 1:9 ve vhodném objemu
deionizované vody (100 ml promyvaciho roztoku + 960 vody). Pokud jsou

v koncentrovaném roztoku krystali soli, #aje se roztok na vodni lazni 32-37°C teplé a
dohe se pediednim promycha.

Naredi se Px konjugéat 1:1G@dicim roztokem (n&p01 ml Px konjugétu + 10 nieédiciho
roztoku).

Chromogensubstratovy roztok TMB a stop roztok jgbu pracovni koncentraci.

Pracovni postup:

Stripy vakuo¥ zatavené se nechajienl otewenim séku vytemperovat na laboratorni
teplotu, aby nedoslo k oroseni d&syi. pripravi se paebny pdet stripi pro stanoveni a
zbytek se s desikantem uzawdo séku se zipem

Naplni se jamky po 10l jednotlivych standarid a n&edénich testovanych sér. prvni
jamka pro stanoveni pozadi reakce se naplni sama&xjicim roztokem (DB).

Pro kvalitativni a semikvantitativni stanoveni sgplni ti jamky standardem D a dalSi
jamky jednotlivymi standardy. Pro kvantitativni mmteni se napini vZzdy po dvou jamkach
standardem A,B,C,D,E a F. Zbyvaijici jamky se naf@afovanymi séry. Kazdé sérumcsta
aplikovat na jednu jamku. Pro vyleeni chyby se séra a kontrolni vzorky aplikuji doav
jamek.

Inkubace probih&a 30 minutipaboratorni teplat.

Obsah jamek se pak odsaje do pojistné nadoby ofisiatiesinfekni prostedek. Jamky se
promyji 4x 250ul promyvaciho roztoku. Jégba se vyvarovatiptékani jamekigs okraje.
Obsah jamek se odsaje a déstise peklopi na pifez z buniité vaty.

Napipetuje se 10l fedného Px konjugatu. Inkubuje se 45 minut.

Obsah konjugéatu se odsaje a promyje se 4x [@50romyvaciho roztoku. Odsaje se a
vyklepne se naifrez bunéité vaty.

Do jamek se pak napipetuje po 1@0chromogensubstratového roztoku. Inkubuje se 10
minut(+- 5 sec). Doba inkubace seir& ntfit po napipetovani 1. stripu desty. Pipetuje
se v pravidelném rytmu. Stripy séegryji alobalem, nejghlednym vékem nebo se na

dobu reakce ulozi do tmy.



Reakce se zastaviiganim 100ul stop roztoku. Pipetuje se ve stejném rytmu jako p
rozpipetovani chromogensubstratového roztoku, atgyraova reakce probihala vSude
stejnou dobu. Jedba zkontrolovat, jestli v jamkach nejsou jemnélipldg, pokus ano, je
tieba jemnym poklepem na rate& destiky je odstranit.

Intenzita barevné reakce se &fma spektrofotometruip450 nm nejpozéi do 20 minut
po zastaveni reakce. Dopouje se pouzit refergni filtr 630 nm.

Testovaci schéma:

Krok 1. Hipravit reagencie a testovana séra v pracovenim
Krok 2. Aplikace 10Qul/jamku kontrolnich a testovanych sér
Inkubace 30 minutiplaboratorni teplat
4x se promyje (2501 promyvaciho roztoku/jamku) a vyklepne se
Krok 3. Aplikace 10Qul fedného Px konjugéatu/jamku
Inkubace 45 minutiplaboratorni teplat
4x se promyje (2501 promyvaciho roztoku/jamku) a vyklepne se
Krok 4. Aplikace 10Qul chromogensubstratového roztoku/jamku
Inkubace 10 minutiplaboratorni teplat, ve trmg
Krok 5. Aplikace 10Qul stop roztoku/jamku
Krok 6. Zmetit absorbanci p 450 nm do 20 minut

Hodnoceni testu.

1.Kvalitativni orienténi hodnoceni:

a) Sp&ita se piimérna hodnota standardu D. Pokud &ktera z hodnot liSi vic jak 0 20%
od pfiméru, vylowi se a spéita se piimer ze zbyvajicich hodnot.

b) Stanovi se hodnota cut-off takjip®rna hodnota standardu D se vynasobi kdrera
koeficientem. (Nap pro soupravg.S. 021006) je 0,17).

c) Séra s hodnotou OD menSi jak cut-off jsou negat séra s hodnotou cut-oftsi jsou
povaZovana za pozitivni.

2. Semikvantitativnhi hodnoceni:

Stanovi se hodnota indexu pro jednotlivé vzorky sér

a) Nejdive se opt stanovi cut-off hodnota jako tgdeslém zfisobu hodnoceni.

b) Stanovi se hodnota indexu pro jednotlivé vzasky tak, Zze se vl OD testovaného
séra cut-off hodnotou

c) Odeite se v tabulce 1 ,Hodnoceni vyslédistupei reaktivity séra



Tabulka 1. Hodnoceni vysletik

hodnota indexu vyhodnoceni
< 1,00 negativni
1,00-1,30 +/-

1,33-4,00 +

4,01-6,50 ++
6,51-12,00 +++

> 12,00 ++++

6. Detekce lidského gonadotropinu (hCG) v lidké mb — téhotensky test

hCG je hormon produkovany placentou. U normalnsbbge hCg v m@ ¢asnym
indikatorem &hotenstvilnstant-View pregnancy urine Dip-strip test vyuziva monoklonalni
protilatky specifické k hCG v jednokrokovém imunaomimagrafickém testu kipsné

detekci hCG v hladinich blizkych nebo vysSich eez5 1U/ml.

Princip metody

Testovaci prouzek obsahuje: 1) podusku obsahuji§i monoklonalni anti-hCG protilatky
konjugované ke koloidnimu zlatu a 2) nitroceluoaowembranu obsahuijici testovaci linii
(linie T) a kontrolni linii (linie C).

Linie T je potaZzena anti-hCG protilatkami. Pokudigestaténé mnoZzstvi vzorku

aplikovano na podusku testovaciho prouzku, hC&zoeku se vaze na konjugat protilatka-
zlato jeSE v polStéku a poté putuje podél prouzku. Pokud vzorek objsa@QG v hladia
blizké nebo ¥tSi nez je 25 IU/ml, dostatek hCG se vaZze k vazgbotatce nanesené

v linii T a zpasobi objeveni karmingwkervené linie. Pokud vzorek neobsahuje hCG nebo
obsahuje mnozstvi hCG pod detekovatelnou liniielih se neobjevi.

Linie C je potaZzena kozimi anti-mySimi protilatkaikieré by se iy vazat na konjugat
protilatka-zlato a vytviit karminow ¢ervenou linii bez ohlednu n&ifpmnost hCG.

Material a metody

Souprava Instant-View Pregnancy Urine Test (Dippgtvyrobce: Alfa Scientific Designs
Inc. Poway, CA 92064 USA, dovozce: ELISABETH PHARKIAN, s.s r.0., Botanicka

33, Brno

Odbkér vzorku:



Vzorek musi byt odebran asté nadoby a uchovavan max. 8 hodintgplot 15-30°C
nebo 3 dny p teplot 2-8°C.

Pracovni postup i testovani

Vzorky a dalSi testovany material musi byt vytenopény na pokojovou teplotu. Prouzek
se vyjme ze zatavené folie. Testovaci prouzek &ezdrkonec k tomu teny. Poduska se
ponai do vzorku asi na 10 sekund. testovaci prouzekdeve vzorku na urovni ozdeni
na prouzku Sipkami. Pak se prouzek vyjme a polezisssuchy vodorovny povrch. Siln
pozitivni vysledky mohou byt pozorovany do 2-3 nmtirslalg pozitivni vysledky se
mohou vyvijet delSi dobu (do 5 minut).

Dulezité: vysledky neod#état po 10 minutach!

Interpretace vysledki:

pozitivni: objevi se oblinie (C a T), vysledek indikuje, Ze ve vzorku lojtekovan hCG.
negativni: pokud se objevi pouze linie C, test indikuje, lEima hCG ve vzorku neni
detekovatelna a vysledek je negativni. Pokud jeegedi na &hotenstvi, test se opakuje po
2-3 dnech s novym vzorkem a novym testem.

neplatny:Pokud se v kontrolni oblasti neobjevi linie do Biat, opakovat testovani

S novym testovacim prouzkem.



