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Zavedeni a optimalizace metody ELISA

Abstrakt

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay neboli ELISA je metoda majici Siroké
uplatnéni zejména Vv imunologii. Metodou lze prokazovat antigeny i protilatky.
Zakladnim principem metody je reakce antigenu a protilatky a nasledné vytvofeni
imunokomplexu. Imunokomplex je detekovan konjugatem, ktery zpisobi barevnou
zménu substratu v piipadé pfitomnosti antigenu nebo protilatky ve vySetfovaném vzorku.
ELISA test predstavuje jednoduchou metodu vyznamnou pro diagnostiku riznych
onemocnéni nebo laboratorni vyzkum. Tato metoda je specialnim typem enzymové
imunoanalyzy.

Bakalarska prace je zaméfena na obecné zavedeni a optimalizaci ELISA metody.
Cilem teoretické ¢asti prace je obecné seznameni s imunologickymi metodami. Podrobné
je vypracovano rozdéleni jednotlivych druhti ELISA testli véetné principi a vyuziti
v praxi. V praktické ¢asti je zavedena a optimalizovana metoda ELISA S vyuzitim
fotometru DYNAREAD pro odecitani 96jamkovych mikrotitracnich desticek a softwaru
AlaDYN. Timto zplsobem je vySetfeno celkem 8 zkusebnich vzorkl sér a nasledné
zpracovana ziskana data.

Zkusebni méteni bylo provedeno pomoci testovaci sady QuantiVac ELISA a
stanovovany byly lidské protilatky tiidy IgG proti SARS-CoV-2 v séru. Jako antigeny
byly pouzity domény spikovych proteint SARS-CoV-2 exprimované rekombinantné v
lidské bunécné linii HEK 293. Méfeni probéhlo pomoci pfistroje DYNAREAD a
zpracovani dat pomoci softwarové aplikace AlaDYN.

Méteno bylo 6 kalibratori, pozitivni kontrola, negativni kontrola a poté jednotlivé
vzorky sér. Vysledkem méteni je 5 vzorkt sér, ve kterych byly detekovany protilatky
anti-SARS-CoV-2 ttidy IgG a 3 vzorky, u nichz se protilatky neprokazaly.

Kli¢ova slova
ELISA; antigen; protilatka; imunoanalyza; DYNAREAD; AlaDYN; QuantiVac; SARS-
CoV-2



Implementation and optimization of ELISA method

Abstract

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay or ELISA is a method that has a wide
application, especially in immunology. Antigens and antibodies can be detected by the
method. The basic principle of the method is the reaction of antigen and antibody and the
subsequent formation of an immunocomplex. The immunocomplex is detected by a
conjugate that causes a color change of the substrate in the presence of antigen or antibody
in the test sample. The ELISA test is a simple method important fot the diagnosis of
various diseases or laboratory research. This method is a special type of enzyme
immunoassay.

The bachelor thesis is focused on the general implementation and optimization of
the ELISA method. The aim of the theoretical part of the work is a general introduction
to immunological methods. The division of individual types of ELISA tests, including the
principles and use in practice, is elaborated in detail. In the practical part, the ELISA
method is introduced and optimized using a DYNAREAD photometer for reading 96well
microtiter plates and AlaDYN software. In this way, a total of 8 test samples of sera are
examined and subsequently the obtained data are processed.

The test measurement was performed using the QuatiVac ELISA test kit and
human IgG antibodies against SARS-CoV-2 in serum were determined. The peaks of
SARS-CoV-2 spike proteins expresses recombinantly in the human cell line HEK 293
were used as antigens. The measurement was performed using a DYNAREAD instrument
and data processing was performer using AlaDY N software.

6 calibrators, a positive control, a negative control and then individual serum
samples were measured. The measurement results are 5 serum samples in which IgG class
anti-SARS-CoV-2 antibodies were detected and 3 samples in which no antibodies were
detected.

Key words
ELISA; antigen; antibody; immunoassay; DYNAREAD; AlaDYN; QuantiVac; SARS-
Co-V-2
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Uvod

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay neboli ELISA je jednou
z nejpouzivanéjsich metod v imunologii. Metoda ELISA slouzi k diagnostice mnoha
onemocnéni. Lze pomoci ni prokazovat jak protilatky, tak i antigeny. Jde tedy bud’ o
protilatku proti konkrétnimu pavodci onemocnéni, nebo pfimo antigen. Zakladnim
imunologickym principem je vazba antigenu na svou specifickou protilatku a vytvoreni
imunokomplexu. Imunokomplex je detekovan konjugatem, ten nasledné zpusobi
barevnou zménu substratu v piipadé pritomnosti antigenu nebo protilatky ve
vySetfovaném vzorku. Metoda ELISA je specidlnim typem enzymové imunoanalyzy
provadéné v mikrotitracni desticce. Bakalarska prace je zamétfena na obecné zavedeni a
optimalizaci této metody. Pro zkuSebni méteni bylo zvoleno stanoveni protilatek anti-
SARS-CoV-2 pomoci testovaci sady QuantiVac ELISA.

V teoretické cCasti prace jsou zminény nékteré zakladni pojmy dulezité pro
laboratorni imunologickou diagnostiku. Dale je vypracované podrobné rozdéleni
jednotlivych druhtit ELISA test(, a to véetné jejich principt a nasledného vyuziti v praxi.
Uvedené jsou i specialni modifikace ELISA testt a Radioimunoanalyza, ktera patii mezi
nejstar$i imunochemické metody, ze kterych principy ELISA metod vychazeji. Jelikoz
jako zkusebni stanoveni bylo zvoleno méteni protilatek anti-SARS-CoV-2, je také popsan
SARS-CoV-2 (koronavirus souvisejici s téZzkym akutnim respiraénim syndromem) a
onemocnéni COVID-19 (koronavirové onemocnéni), které v soucasné dob¢ predstavuje
hlavni zdravotni problém feSeny v lidské populaci.

Soucasti praktické casti je metodika stanoveni anti-SARS-CoV-2 pomoci
QuantiVac ELISA (1gG) ze vzorkl sér. Zminéné je ptistrojové vybaveni i pomucky nutné
k provedeni stanoveni. Prakticka c¢ast zahrnuje piipravu jednotlivych vzorkd,
promyvaciho pufru a stanoveni protilatek anti-SARS-Co-V-2 za pomoci testovaciho kitu
QuantiVac. Podrobné popsano je také samotné méfeni, tj. prace s fotometrem
DYNAREAD pro odec¢itani 96jamkové mikrotitra¢ni desticky a softwarem AlaDYN.

Nasleduje zhodnoceni ziskanych vysledkit méteni.



1. Zakladni pojmy v laboratorni imunologické diagnostice

1.1 Imunitni systém

Imunitni systém je adaptacni a zaroven regulacni soustava, ktera se spolecné
s endokrinnim a nervovym systémem podili na zabezpeceni integrity mnohobunécénych
zivoc¢isnych organismu. S tim souvisi 1 udrzeni funkci organismu ve vitalnich mezich, tj.
udrzeni homeostazy (Toman a kol., 2009).

Imunitni systém je tedy jeden ze zakladnich homeostatickych mechanismi
organismu, proto je cilem jeho fungovani udrzeni homeostazy neboli stalosti vnitiniho
prostfedi. Tento systém piedstavuje slozitou soustavu specializovanych bunék, tkani,
molekul a jejich vzajemnych interakci, které vznikly béhem fylogenetického vyvoje
organismu (Ferencik, 2005). Diky tomu muize organismus rozpoznavat nezadouci zmény
ve vnitinim a vnéjSim prostiedi a reagovat na n¢ ve spolupraci s dal$imi té€lnimi systémy,
zvlasté neuroendokrinnim systémem. Funkci imunitniho systému je tedy udrzovani
celistvosti organismu tim, Ze identifikuje Skodlivé latky od neskodlivych, a zajistuje tak
ochranu organismu pied Skodlivymi latkami vnitiniho i vné&jsiho ptivodu (Hofejsi a
Barttikova, 2009).

Konkrétné se tato funkce projevuje jako obranyschopnost neboli obrana pted
riznymi druhy infekce, kdy imunitni systém dokaze identifikovat Skodlivé latky
z vnéjsiho prostiedi a nasledné chranit organismus pfed mikroorganismy, které jsou
schopné vyvolavat onemocnéni, a pied jejich toxiny (Hofejsi a Bartiikova, 2009).
Dulezita je také autotolerance, coz je schopnost imunitniho systému rozpoznavat
organismu vlastni tkan€ a neposkozovat je. Imunitni dohled pak zajist'uje identifikaci
Skodlivych latek z vnitiniho prostfedi a pribézn€ odstranuje staré nebo néjakym
zpisobem zménéné bunky (Hotejsi a Bartiinkova, 2009). Mezi takovéto nefunkéni slozky
organismu patfi i bunky mrtvé tzn. poskozené, které hynou nekr6zou nebo nadbyte¢né
bunky odstranéné fyziologickym procesem — apoptdzou. Mohou to byt také nadorové,

néjakym zplsobem nemocné nebo télu cizi buniky (Toman a kol., 2009).



1.2 Antigen

Diky zakladni schopnosti imunitniho systému rozeznavat ,Skodlivé” od
,neSkodlivého mizeme definovat latku zvanou antigen (Ag). Antigeny predstavuji
latky, které imunitni systém rozpoznava a nasledné na né reaguje, jsou tedy schopné
vyvolat imunitni reakci (Hotej$i a Bartiikova, 2009). Kompletni Ag se nazyva imunogen
(Ferencik, 2005). Hapteny jsou nekompletni antigeny, které sice mohou vyvolat imunitni
reakci, tvorbu protilatek vSak nejsou schopny vyvolat (Kramari, 2007).

Prakticky jakékoli chemické struktury mohou ptisobit jako antigeny. Zpravidla je
také potteba, aby antigeny byly rozezndvany ve form¢ makromolekul. Tato forma zajisti,
Ze na n¢ imunitni systém muize reagovat. Makromolekuly antigenti mohou byt rozpustné
nebo vazané na bunééném povrchu. Mezi nejvyznamnéjsi antigeny patii proteiny, rizné
komplexni polysacharidy, lipidy a také lipoproteiny. Nejsilnéjsim Ag je protein, a naopak
nejslabsi jsou lipoproteiny (Hofejsi a Bartinkova, 2009). VSeobecné si pod pojmem
antigen piedstavujeme rdzné mikroorganismy, které predstavuji ohroZeni integrity
jedince (Buc, 2009).

Velice dileZitou soucasti Ag je tzv. epitop. Jde 0 malou oblast molekuly Ag, ktera
je rozpoznavana imunitnimi receptory. Pti navazani protilatky na specificky epitop Ag
vznikne komplex antigenu a protilatky. Zasadni je i pfitomnost komplementovych
fragmentl. Takovy komplex nazyvame imunokomplex (Hofejsi a Bartiiikova, 2009).

Podle pivodu mizeme antigeny rozdélit na exoantigeny a autoantigeny.
Exoantigeny jsou nejcastéjsimi antigeny, které ptedstavuji cizorodé latky z vnéjSiho
prostiedi. Obvykle jde o infekéni mikroorganismy a jejich produkty. Mezi exoantigeny
patii superantigen a alergen. Superantigen je Casto produkt infekénich mikroorganismd.
Tento Ag dokdze vyvolat silnou nespecifickou reakci s naslednou aktivaci velkého
mnozstvi lymfocyti bez ohledu na jejich antigenni specifitu. Alergen je pak schopen u
lidi trpicich alergiemi a zvlast’ vnimavych jedincii vyvolat alergickou imunitni reakci,
ktera je patologicka. Autoantigeny naopak nejsou cizorodé latky. Tento typ antigent je
organismu vlastni, pochazeji tudiz ze samotného organismu (Hofejs$i a Bartlinkova,

2009).
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1.3 Protilatka

Protilatka (Ab) neboli imunoglobulin (lg) pfedstavuje latku bilkovinného
charakteru, ktera je zakladnim nositelem humoralni imunity. Protilatky jsou produkovany
plazmocyty, které vznikaji z B-lymfocyti v priubéhu specifické imunitni odpovédi.
V priibéhu separacni metody zvané elektroforéza dochazi k déleni krevniho séra, pti¢emz
imunoglobuliny se nachazeji v gama frakci bilkovinného spektra. Odtud pochazi
zastaraly termin gamaglobuliny. Pro imunoglobuliny jsou zasadni dvé zakladni
vlastnosti. Jsou to specifita pro danou antigenni strukturu a rozmanitost umoziujici jejich
reakci s mnozstvim antigennich struktur z vnéjsiho prostfedi. Imunoglobuliny se vazou k
jednomu z mala tzce ptibuznych Ag a vazba protilatek k Ag je pak jejich primarni funkci
vedouci k ochrané hostitele (Lochmanova, 2014).

Z chemického hlediska patfi imunoglobuliny mezi glykoproteiny, které jsou
tvofené z 82-96 % polypeptidy a ze 4-18 % sacharidy. Kazda molekula Ig obsahuje
minimalné jednu zakladni jednotku, tzv. monomer, ta se sklada ze dvou identickych
lehkych fetézcl a dvou tézkych tfetézcli. Molekula téchto imunoglobulinli svym tvarem
pfipomina pismeno ,,Y* (Kramaf, 2007). Tato struktura se pak poklada za zakladni
subjednotku imunoglobulini (Lochmanova, 2014). Vzdy dva tézké ftetézce jsou
kovalentné spojeny disulfidickymi (cystinovymi) mustky. Ke kazdému tézkému fetézci
(H) je poté disulfidickym mustkem pfipojen jeden lehky fetézec (L) (Hofejsi a
Bartankova, 2009).

Te&zké fetézce jsou slozené celkem ze Ctyi strukturné podobnych tzv. domén, kdy
kazda z domén je tvorena sekvenci 110-120 aminokyselin. Prostorova struktura téchto
imunoglobulinovych domén tvarem pfipomind ,,soudek®, ktery je tvotreny smyckami
polypeptidového fetézce a je také upevneény cystinovym mustkem. Jednotlivé domény
jsou spojeny kratkymi tseky polypeptidového fetézce (Hotejsi a Bartiiikova, 2009).

Lehké fetézce vytvareji 2 domény, variabilni a konstantni. Tézké fetézce tvoii
jednu doménu variabilni a 3—4 domény konstantni (Lochmanova, 2014). Domény na N-
konci H i L fetézce se oznacuji jako variabilni (VH a VL). Ostatni domény jsou konstantni,
tudiz shodné u fetézcli t¢hoz typu. Konstantni domény lehkych fetézct se oznacuji CL a
konstantni domény tézkych fetézcii Cn. Variabilni domény H a L fetézch spolu vytvari

vazebné misto pro Ag (Hotejsi a Barttinkova, 2009).
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Molekula Ig se mize za vhodnych podminek proteolyticky stépit na fragmenty.
Pouzitim enzymu papainu lze tak ziskat dva identické fragmenty oznacované Fab
(fragment antibody binding) a fragment Fc (fragment crystallizable) (Hofejsi a
Bartinkova, 2009). Krat$i ,,raménka‘“ se oznacuji jako fragment Fab a dolni ¢ast jako
fragment Fc. Fragmenty Fab jsou schopny vazat antigeny a fragment Fc je schopny
vytvorit vazbu na Fc receptory leukocyti. Oblast, ve které jsou tézké fetézce spojeny
disulfidickymi mistky, se nazyva pantova oblast (hinge) (Hoiejsi a Bartaiikova, 2009).
Ta vykazuje znac¢nou prostorovou flexibilitu (Lochmanova, 2014). Diky tomu
imunoglobuliny nejsou ustalenou strukturou, ale naopak se mohou prostoroveé prizptisobit
riznym tvarum ¢i poloze antigenti v prostiedi (Kramar, 2007). Tato oblast je také velice

citliva k pisobeni enzymii nebo chemickych ¢inidel (Lochmanova, 2014).

Molekuly imunoglobulini se vzajemné lisi ve stavbé konstantnich domén té€zkych

fetézcu. Jednotlivé imunoglobuliny tak mtzeme rozdélit celkem do péti tiid, resp. izotypi

—1gG, IgM, IgA, IgE a IgD (Lochmanova, 2014).

1.3.1 Imunoglobulin G

Imunoglobulin G (IgG) je sloZen z jednoho monomeru, tudiz tvoii pomérné malou
molekulu. Diky tomu ma schopnost snadno pronikat do rtiznych tkani nebo piekonévat
bariéry, muize tak prochazet napi. placentou. Vazba molekul antigenu nésledné
z monomeru vytvaii vétsi celky, které jsou pak snadnéji fagocytovany. IgG ma tedy
schopnost fixace komplementu a podporuje fagocytézu opsonizaci. Tyto imunoglobuliny
mohou byt také jako jediné pieneseny transplacentarné, jsou proto dulezitym zakladem
imunity novorozence v prvnich mésicich Zivota. Pfi odpovédi na antigenni podnét se tvoii
Vv potadi az jako druhé, ale pamét’ pro jejich tvorbu pretrvava cely zivot. 1gG jsou také
pomérné odolné (Kramar, 2007). U zdravych dospélych jedincii tvofi zhruba 75 %
celkovych imunoglobulinii séra, pticemz jejich koncentrace je 8-18 g/l. Tvoii tedy
nejvetsi podil ze vSech imunoglobulint. IgG se vyskytuji celkem ve ¢tyfech podtiidach,
které oznacujeme 1gG1-1gG4 (Lochmanova, 2014).
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1.3.2 Imunoglobulin M

Molekula imunoglobulinu M (IgM) je tvofena péti monomery, nachazi se tedy ve
form¢ pentameru, coz je podstatné vétsi celek vznikly vazbou péti molekul s J fetézcem.
Pfi imunitni odpovédi, tedy po antigennim podnétu tento typ protilatek reaguje jako prvni
a poté vétsinou mizi. Je také nejvice t¢innou tiidou imunoglobulinii v pribeéhu fixace a
aktivace komplementu. Uplatiuje se také v reakci vazby komplementu. IgM nemohou na
rozdil od IgG prochézet placentarni bariérou. Pfi vyskytu specifického IgM muzeme
odhalit nedavno prob&hlou nebo pravé probihajici infekci. V piipad¢, Ze se tyto protilatky
objevi u novorozeného ditéte, neni mozné, aby pochdzely od matky (Kramat, 2007). IgM
tvoii zhruba 10 % celkovych imunoglobulind séra a jejich koncentrace je 0,9-2,5 g/l
(Lochmanova, 2014).

1.3.3 Imunoglobulin A

Imunoglobulin A (IgA) existuje ve dvou forméch, jsou to slizni¢ni a sérové
imunoglobuliny. Molekuly IgA jsou ve velkych mnozstvich sekretované na povrchu
sliznic, zde tvofi podstatnou Céast obrany pfed riznymi mikroorganismy (Hofejsi a
Bartinkova, 2009) Slizni¢ni IgA se skldda ze dvou monomeri, které jsou spojené J
fetézcem v dimer a soucasti je jesté navic sekrecni slozka (Lochmanova, 2014). Tyto
dimery tedy slouzi jako obrana pted infekci a jsou tak hlavnim faktorem pii ochrané pted
infek&nimi agens, které pronikaji dychacim, trdvicim a urogenitalnim traktem (Kramar,
2007).

Sérovy IgA predstavuje monomer, dimer nebo trimer. Spojeni mezi jednotlivymi
monomery pak zajiStuje opét J fetézec. IgA neaktivuje komplement, funguje jako
opsonin. RozliSujeme dvé podtiidy, IgAl a IgA2. Izotyp IgAl pochdzi zejména ze
slizni€nich plazmatickych bunék. IgA2 je produkovan vice v kostni dieni (Hofejsi a
Barttnkova, 2009). Z celkového mnozstvi imunoglobulinti krevniho séra asi 15 % tvoii

IgA. V séru je jejich koncentrace 0,9-3,5 g/l (Lochmanova, 2014).
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1.3.4 Imunoglobulin E

U tfidy imunoglobulini E (IgE) se nékdy pouziva starsi nazev reaginy. IgE nese
zodpoveédnost za alergické reakce a vytvari se také pii rliznych parazitarnich infekcich.
Pokud dojde k navazani téchto imunoglobulini na buiiky, za¢ne se uvoliiovat histamin, a
tim se rozvine Casna alergicka reakce (Kramat, 2007). U zdravych lidi je IgE v krvi
ptitomen jen ve velmi malém mnozstvi, zatimco u osob trpicich atopii jeho koncentrace
stoupa. Diky Fc fragmentu se IgE vaze s vysokou afinitou na mastocyty a po interakci se
specifickymi antigeny (alergeny) uvoliiuji mediatory alergické reakce u vnimavych

jedinct (Lochmanova, 2014).

1.3.5 Imunoglobulin D

Imunoglobuliny D (IgD) se nachazeji na povrchu B-lymfocytt (Kramat, 2007).
Jejich pfitomnost pak popisuje uréitou fazi jejich vyvoje a také se predpoklada, ze se
podileji na diferenciaci téchto bunék. Jejich funkce neni zatim zcela objasnéna, ale
V posledni dobé se naznaCuje, Ze tento typ imunoglobulini se ziejmé podili na
rozpoznavani gramnegativnich bakterii, které zptisobuji onemocnéni dychaciho traktu a
jejich produktd. Obsah 1gD v séru zdravych osob je pouze ve stopové mnozstvi

(Lochmanova, 2014).

1.3.6 Monoklonadlni protildtky

Monoklonalni protilatky pfedstavuji chemicka individua, tedy jednotné chemické
latky (Ferencik, 2005). Jsou produktem jednoho klonu plazmatickych bunék.
V organismu se vyskytuji pouze nepatrna mnozstvi jednotlivych monoklonalnich
protilatek, ale za patologickych okolnosti mohou naopak i pfevladat. K takovému stavu
dochazi v pfipadé nadoru z plazmocytt. Vznikly nador oznacujeme jako plazmocytom
(myelom), pii kterém se nadorové zménéna plazmaticka bunka vymkne regulaci, ale
schopnost produkovat protilatky je zachovéana (Hotejsi a Bartlnkova, 2009).

Piivodnim zdrojem monoklondlnich protilatek je tzv. hybridom. Ten pfedstavuje
specialni uméle vytvorenou bunku, ktera vznikla fuzi diferencovaného B-lymfocytu a
myelomové buiiky v laboratornich podminkach (Krejsek et al., 2016). Vysledkem flze
mezi specifickym lymfocytem typu B a myelomem je tedy hybridni burika, ktera roste
ve tkanové kultufe a produkuje stejné protilatky jako ptivodni B-lymfocyt (Hotejsi a
Bartinkova, 2009). Hybridni bunky ziskaji vlastnosti od obou rodi¢ovskych bunek. Diky
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B-lymfocytim jim zlstane schopnost tvofit a vylucovat protilatky proti urcitému Ag.
Myelomové bunky pak zajistuji schopnost neustalého déleni a také jejich
,nesmrtelnost* (Ferencik, 2005).

Monoklonalni protilatky jsou zékladnimi slozkami pro mnoho molekularnich
imunologickych vyzkumu (Nelson et al., 2000). V soucasnosti je lze povazovat i za velmi
zasadni skupinu biologickych 1é€iv, které maji nejrozsifenéjsi vyuziti v klinické praxi.
Hlavni vlastnosti tohoto typu protilatek je jejich specifita, kterd se vyuziva pravé
pii lécbé. Monoklonalni protilatky mohou specificky rozpoznavat vzdy pouze
odpovidajici Ag (Krejsek et al., 2016). Vazou se tedy pouze na jeden typ epitopu
(Lochmanova, 2014). Timto zpaisobem Ize selektivné eliminovat solubilni
makromolekuly, které maji velky vyznam pro patofyziologii nékterych chorob. Specifita

lze vyuzit také pii obrané pred nékterymi infekénimi pivodci (Krejsek et al., 2016).

1.3.7 Polyklonalni protilatky

Polyklonalni protilatky vykazuji multiepitopové vazebné vlastnosti, jsou tedy
namifeny proti vice epitopim Ag. Tato rozmanitost umoziuje vétsi citlivost a uzite€nost
jejich nasledného vyuziti (Ascoli a Aggeler, 2018). Polyklonalni je vétSinou protilatkova
odpoveéd’ i proti t€ém nejjednodussim antigenim. Vysledkem je smés tisicti odliSnych
molekul imunoglobulinti, produkti velkého mnozstvi rGznych klond plazmatickych
bun¢k (Hotejsi a Bartinkova, 2009). Polyklonalni Ab lze ziskavat mnohem rychleji,
s menSimi naklady, ai s menSimi technickymi dovednostmi, nez jaké jsou potiebné
k vyrob&é monoklonalni Ab (Lipman et al., 2005).

Polyklonélni protilatky jsou pfipravovany ze séra zvifat, nejcastéji kralikt, které
jsou imunizovany lidskymi imunoblasty (Lochmanova, 2014). Vysledkem zamérné
imunizace experimentalniho zvifete je pak polyklonalni antisérum, které reaguje s celou

fadou epitopt na urcitém Ag (Hofejsi a Bartinkova, 2009).
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2. Enzymova imunoanalyza

Enzymova imunoanalyza (EIA — z angl. Enzyme Immunoassay) je vysoce citliva
analytickd metoda, kterd pomoci imunochemické reakce s enzymatickou detekcei
umoziuje stanovit v neznamém vzorku koncentraci Ag nebo Ab (analytu). Velmi dalezité
je, ze indikatorem metody je enzymovy konjugat (Bartinkova a kol., 2011). Principem
metody je tedy skute¢nost, ze komplex Ag a Ab (imunokomplex) je detekovan sekundarni
Ab oznaenou enzymem (konjugat). Konjugat pak zptsobi barevnou zménu substratu
Vv ptipadé, ze je vzorku ptitomny Ag nebo Ab (Lochmanova, 2014). Dle povahy substratu
je mozné imunochemickou reakci detekovat spektrofotometricky, nefelometricky,
fluorometricky a luminometricky (Bartinkova a kol., 2011).

Se zavedenim tzv. EIA testi zapocalo obdobi, kdy dochazelo k zna¢nému rozvoji
riznych imunochemickych metod. Zacalo se vyuzivat vazani protilatek a antigend na
fadu nosi¢i a nckteré metody probihaly i v tekutém prostfedi. Byly také pouzity
riznorodé systémy enzymda a substrati (Bartinkova a kol., 2011).

Piikladem pouzivaného enzymu ke znaceni Ag nebo Ab je kienova peroxidaza
nebo alkalicka fosfataza (Lochmanova, 2014). Mezi faktory, které hraji zasadni roli, patii
velikost molekuly enzymu a moznost pevné vazby se specifickym mistem na protilatkové
molekule. Kienova peroxidaza ptedstavovala velice snadno dostupny enzym. Ten mél
ovsem ponékud velkou molekulu v porovnani s Ab typu IgG, proto se zacala pouzivat
mensi molekula alkalické fosfatazy. V soucasnosti se ale diky novym technologickym
postupim podafilo vytvofit tak pevné vazby mezi specifickou Ab a enzymem, Ze kienova
peroxidaza se pouziva prakticky ve vétsin¢ béznych firemnich souprav (Bartinikova a
kol., 2011).

Metodu EIA muzeme dale rozdélit na homogenni a heterogenni enzymovou

imunoanalyzu (Bartuiikova a kol., 2011).
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2.1 Homogenni enzymova imunoanalyza

Homogenni enzymova imunoanalyza nevyzaduje separaci volné a vazané frakce
analytu, tedy Ag nebo Ab (Bartinkova a kol.,, 2011). Tato metoda je sice velice
jednoducha z hlediska provedeni, ale méné citliva. Vyuziva se hlavné ke stanoveni
riznych nizkomolekularnich latek. Piikladem mohou byt Iéky, drogy nebo hormony,
které se v té€lnich tekutinach vyskytuji v relativné vysokych koncentracich (Lochmanova,
2014).

2.2 Heterogenni enzymova imunoanalyza

Heterogenni enzymova imunoanalyza oproti homogenni enzymové imunoanalyze
vyZaduje separaci volné a vazané frakce analytu. Tento typ EIA muze byt kompetitivni
nebo nekompetitivni. Kompetitivni je metoda bud’ se znacenou Ab, nebo se znacenym
Ag. V ptipadé nekompetitivni metody mize byt zna¢ena pouze Ab (Bartinkova a kol.,
2011).

Jednou z metod heterogenni EIA je metoda oznaCovana jako ELISA (z angl.
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) (Lochmanova, 2014). Tato metoda je tedy
specialnim druhem EIA. ELISA pak pfedstavuje bud’ heterogenni nekompetitivni EIA
neboli sandwich nebo heterogenni kompetitivni EIA. V soucasnosti je vétSina metod

zaloZena pravé na principu heterogenni kompetitivni EIA se zna¢enou Ab (Bartinkova a

kol., 2011).

17



3. ELISA

Metoda zvand ELISA slouzi ke stanoveni antigenii nebo protilatek, kdy jedna ze
slozek imunochemické reakce, Ag nebo Ab je pevné adsorbovana na povrchu pevné faze
(Lochmanova, 2014). Tato metoda tedy vyuziva zakladniho imunologického konceptu
vazby Ag na svou specifickou Ab. To pak umoznuje detekci velmi malého mnozstvi Ag,
jako jsou proteiny, peptidy, hormony nebo Ab ve vzorku. ELISA vyuziva ke stanoveni
biologickych molekul antigeny a protilaitky znaCené enzymy, pfiCemz nejcastéji
pouzivanymi enzymy jsou alkalicka fosfataza a glukdzooxidaza. Antigeny v tekuté fazi
jsou imobilizovany, a to obvykle v 96jamkové mikrotitracni desti¢ce, kde ptilnou ke
sttnam jamek. Na antigeny se pak specificky vazou primarni protilatky. Ptida se
sekundarni Ab spojena senzymem, kterd reaguje s chromogennim substraitem a
poskytuje tak viditelnou barevnou zménu pro naslednou kvantitativni nebo kvalitativni
detekci Ag (Gan a Patel, 2013).

Vyuzivaji se rtizné typy ELISA testd s modifikaci zakladnich postupt. Dle
usporadani reakce se déli na kompetitivni a nekompetitivni metody. Kromé toho se déli

jesté na piimou a nepfimou ELISU (Gan a Patel, 2013).

3.1 Prima ELISA

Ptimou ELISU lze povaZovat za nejjednodussi formu této metody. Samotna
metoda pak probihd tak, Ze Ag se pfida k pevné fazi a pti ndsledné inkubaci se pasivné
adsorbuje. Po inkubaci se pii procesu promyti veSkery nevazany Ag odmyje a poté
opousti potaZzenou pevnou fazi. Pfidaji se protilatky specifické pro Ag a znacené
enzymem (konjugat) a opé€t se inkubuji. Konjugat se vaze s Ag na pevnou fazi a veSkery
nevazany (volny) konjugat je odplaven. Pfida se roztok substratu/chromogenu a enzym
katalyzuje reakci, ¢imz je ziskan barevny produkt. Reakce se po urcité dobé zastavi a
barva se kvantifikuje (odecte) pomoci spektrofotometru pti vhodné vinové délce pro
produkovanou barvu (Crowther, 2000).

Tento druh systému ma jista omezeni. Pokud je ale pouzit v této form¢, ma velky
vyznam jako cilovy systém v testech kompetice a inhibice, zvlasté kdyz jsou pouzity

konjugované monoklonalni protilatky (Crowther, © 2009).
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3.2 Neprima ELISA

V ptipadé nepiimé ELISA metody jsou prvni dva kroky podobné jako u piimé
metody. Ag je tedy pasivné adsorbovan na pevnou fazi béhem inkubace. Pfidaji se
protilatky a inkubuji se s Ag pfipojenym na pevnou fazi. Ty, které jsou specifické, se pak
vazou na Ag. Prebyte¢né protilatky nebo nenavazané slozky jsou po inkubacéni fazi
odplaveny. Protilatky znacené enzymem (konjugat) jsou namifené proti konkrétnim
druhtim, ve kterych byly ptivodni protilatky produkovany (anti-druhy protilatek). Ty se
vazou na jakékoli protilatky, které jsou ptipojeny k Ag. Piebytek konjugatu se po urcité
dob¢ inkubace odmyje. Prida se substrat/chromogen a barva se vyviji v dusledku
pfitomného enzymu. Po inkubaéni dob& se vyvoj barev zastavi a odeCte se
spektrofotometrem (Crowther, 2000). Koncentrace primarni Ab pfitomné v séru piimo
koreluje s intenzitou vysledného zabarveni (Gan a Patel, 2013).

Neptimy systém je podobny piimému v tom, ze Ag je pfipojen k pevné fazi a je
»zameten pridanymi protilatkami (detekujici protilatky). Tyto pfidané protilatky vSak
nejsou znaceny enzymem, ale samy o sobé jsou ,teréem* protilaitek spojenych s
enzymem. Takov¢ protilatky se produkuji proti imunoglobuliniim druhd, ve kterych se
produku;ji detekujici protilatky, a oznacuji se jako anti-druhové konjugaty. To umoznuje
velkou flexibilitu pfi pouziti protidruhovych konjugati vtom, Ze lze pouzit rizné
specifity konjugatu k detekci vazby konkrétniho Ig v testu (Crowther, © 2009).

Neptima ELISA je vyhodnou metodou, protoze je mozné vysetfit libovolny pocet
antisér z hlediska vazby na dany Ag pomoci jediného protidruhového konjugatu. Toho se
vyuzivalo v diagnostickych aplikacich, zejména pfi zkoumani velkého poctu vzorki
(Crowther, 2000). Nevyhodou je, Ze zpusob imobilizace Ag nebo Ab je nespecificky (Gan
a Patel, 2013). Jednim z problému tohoto systému je tedy to, Ze ma ruzny stupen
nespecifické vazby V jednotlivych sérech. Z toho pak vyplyva tendence rozSifovat
vysledky variability ve zkousSce, a proto se 1 zvySuje potiteba zpracovavat mnoho sér pro

posouzeni spolehlivosti (Crowther, © 2009).
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3.3 Kompetitivni ELISA

Principem kompetitivniho (,,soutézivého) ELISA testu je skute¢nost, ze znamé
mnozstvi znaceného Ag soutézi S neznacenym stanovovanym Ag o limitované mnoZzstvi
protilatky, kterd je vazand na pevném nosi¢i (Lochmanova, 2014). Zakladem je tudiz
kompetitivni vazba mezi Ag a imobilizovanou Ab (Gan a Patel, 2013). Stejny koncept
funguje, pokud je imobilizovanou molekulou Ag a o vazbu pak soutézi znacena Ab
s neznaCenou Ab (Kohl a Ascoli, 2017).

V soucasnosti je vétSina imunologickych metod zaloZena pravé na principu
kompetitivni ELISY se znacenou Ab. Reakce probiha tim zptisobem, ze Ab je navazana
na pevnou fazi a po uskuteénéni kompetitivni reakce a Ag vV nezndmém vzorku nastane
rovnovaha. Nenavazany konjugat je pak odstranén z reakéni smési promytim, zatimco
konjugat vazany na pevné fazi je inkubovan s enzymovym substratem a nasledné¢ zméten
(Bartinkova a kol., 2011).

Z praktického hlediska je na stény jamek polystyrenové mikrotitra¢ni desticky,
ktera ma standartné 96 jamek, vazana Ab proti Ag, ktery vySetfujeme (Elvington et al.,
2019). Ta muZe byt navazana pouhou adsorpci. Vé&tSina protilatek je vSak navazana
chemicky, tedy pomoci riznych vazeb (napt. kovalentnich). Mista, ktera na polystyrenu
nejsou obsazena, se blokuji inertni bilkovinou (napf. albuminem). Do jamky se piida
nafedény vzorek s obsahem Ag a inkubuje se po urcitou dobu. Poté se slozky, které nejsou
navazany odmyji a pfida se tzv. druha Ab s navazanym enzymem (konjugat). Po skonéeni
opétovne inkubace a promyti se reakce zviditelni diky pfidani substratu. Substrat je St€pen
enzymem, ktery je navazan na druhou Ab a vznikla barevna reakce se fotometricky zméti
(Bartinkova a kol., 2011).

Vyhodou této metody je vysoka citlivost na rozdily ve slozeni komplexnich smési

antigend, i kdyz je specificka detekéni Ab pfitomna v relativné malém mnozstvi (Gan a
Patel, 2013).
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3.4 Nekompetitivni ELISA

Vicevrstevna nekompetitivni ELISA tzv. sendvi¢ova metoda (sandwich ELISA)
se vyuziva opét ke stanoveni antigenti nebo protilatek. Metoda vyuziva pevnou fazi s
navazanou Ab nebo Ag, které musi byt vzhledem k analyzovanému analytu v nadbytku
(Lochmanova, 2014).

Detekce protilatek sendvicovou metodou patii mezi nejpouzivanéjsi ELISA
techniky. V ptipad¢ této metody je nejprve na pevnou fazi navazan Ag, na ktery se vaze
Ab. Po promyti se na navazanou Ab vaze antiglobulin zna¢eny enzymem (antiglobulin
musi byt vzdy druhové odlisny od stanovované Ab). Timto zpisobem vznikne ,,sendvi¢®.
Po dal$im promyti se provadi detekce enzymové aktivity komplexu, ktery je vazany na
pevnou fazi (Gan a Patel, 2013).

Tato modifikace se vyuziva napi. pro prukaz HBsAg (Hepatitis B surface
antigen), HBeAg (Hepatitis envelope antigen), AFP (alfa fetoprotein), protilatek proti

cytomegaloviru, EB (Epstein-Barrové) viru nebo viru zardének (Lochmanova, 2014).

3.5 Pristrojové vybaveni

Mezi zékladni vybaveni ELISA metody patii pfedevsim tzv. ELISA-reader.
V podstaté jde o specialné upraveny spektrofotometr, ktery umoziiuje méteni barevné
reakce, a to pfi riznych vinovych délkach. Je také upraveny na moznost odec¢itani ptimo
z mikrotitra¢nich desti¢ek (Barttinkova a kol., 2011).

V soucasnosti laboratoie vyuzivaji spiSe tzv. ELISA procesory obsahujici
pipetovaci blok na fedéni vzorkd, jejich aplikaci do mikrotitracnich desticek a pridavani
vlastnich reagencii. Soucasti je i blok pro promyvani, inkubaci a odecitani véetné
vyhodnoceni. Takovéto systémy mohou byt reagenéné oteviené, je tedy mozné v nich
zpracovavat soupravy od fady vyrobct. Druhym typem jsou reagencné uzaviené systémy.
Ty umoznuji zpracovani souprav jen od jednoho vyrobce. Uzaviené systémy piedstavuji
spise vyjimku a pouzivaji se hlavné u specidlnich reagencii. Maji ale vyhodu v tom, Ze je
diky nim mozZné zpracovavat jednotlivé parametry u jednotlivych pacientii (Bartinkova
a kol., 2011).
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3.6  Uplatnéni metody

ELISA je rychla a zaroven citliva metoda (Lin, 2015). Pouziva se zejména jako
bézny rutinni imunologicky test pro stanoveni mnoho specifickych antigend a pro
monitorovani protilatkovych odpovédi (Plested et al., 2003). Kromé rutinniho
laboratorniho pouziti se ELISA vyuziva v Iékafském a potravinaiském prumyslu jako
diagnosticky nastroj pro kontrolu kvality (Lin, 2015).

V imunologické laboratofi se ELISA metody pouzivaji hlavné ke stanoveni
proteinu (protilatek) vyskytujicich se v nizkych koncentracich, tj. jsou pod detekéni mez
metod nefelometrickych. Slouzi také ke stanoveni autoprotilatek o znamé specifite.
Mohou to byt specifické protilatky proti ockovacim antigentim a infek¢nim mikrobialnim
¢initelim, virovym i parazitarnim, nebo ke stanoveni cytokinu a celé fady dalSich latek
(Barttinikova a kol., 2011).

Lze tedy fict, Ze tato metoda ma uplatnéni zejména jako analyticky nastroj
v biomedicinském vyzkumu pro detekci a kvantifikaci specifickych antigeni nebo

protilatek v daném vzorku (Gan a Patel, 2013).

3.7 Diagnostika pomoci ELISA metody

ELISA metoda je velmi zasadni zejména pii diagnostice biomarkert (mé&fitelnych
indikatortr) Sirokého spektra onemocnéni (Plested et al., 2003). Ptikladem diagnostiky S
pomoci ELISA metody mize byt stanoveni riznych autoprotilatek nebo stanoveni fady

potravinovych alergent.

3.7.1 Stanoveni autoprotildtek

Stanoveni antigenni specifity autoprotilatek Se provadi metodami, které jsou
zalozené na prikazu specifické vazby mezi vySetfovanou autoprotilatkou a
purifikovanym Ag fixovanym na pevné fazi vhodného detekéniho systému. U metod
ELISA slouzi jako pevna faze nejCastéji dno jamky mikrotitracni desticky vyrobené
z povrchové modifikovaného polystyrenu. Vazba autoprotilatky na Ag je detekovana
sekundarni Ab. Ta pak specificky reaguje s vysetiovanou autoprotilatkou. Sekundarni Ab
je znacena enzymem (kfenova peroxiddza, alkalickd fosfatdza), ktery méni vhodny
chromogenni substrat na produkt 0 urcité barve. Nasledné je barevna reakce kvantitativné

vyhodnocena pomoci spektrofotometru nebo kolorimetru (Raska, 2013).
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ELISA test se vyuziva napf. pfi stanoveni protilatek proti extrahovatelnym
nuklearnim antigentim (anti-ENA protilatky) (Signoriny et al., 2007). Tyto autoprotilatky
jsou asociovany s ruznymi autoimunitnimi onemocnénimi. Metoda se pouziva jako
pomocna metoda ke screeningu a diferenciaci zanétlivych autoimunitnich onemocnéni.
(Raska, 2013) Piikladem takovychto onemocnéni mulze byt systémovy lupus
erythematodes, smisena onemocnéni pojivovych tkani, Sjogreniv syndrom,

sklerodermie, polymyositida ¢i dermatomyositida (Barttiikova et al., 2007).

3.7.2 Stanoveni potravinovych alergii

Potravinova alergie je jednim z nejcastéjSich problému vetejného zdravi, kdy u
alergickych osob dochazi k reakcim zpiisobenym bilkovinami, které oznacujeme jako
alergeny. Bylo vyvinuto mnoho technik pro detekci i malych stop potravinovych alergent
pro klinické nebo laboratorni ucely. ELISA je jednim z nejlépe validovanych a nejbéznéji
pouzivanych imunotestii ve vyzkumu alergii, jejich diagnostice a pfi kontrole kvality
souvisejici s alergiemi v riznych primyslovych odvétvich (Konstantinou, 2017).

ELISA testy se povaZzuji za testy s vysokou citlivosti a specifitou. VétSina
imunochemickych testti pouziva polyklonalni nebo monoklonalni 1gG vyvinuty proti
specifickému alergenu nebo vnitinim alergennim proteinim (napf. v arasidech — Ara hl,
Ara h2). Ty pak slouzi prave k detekci a kvantifikaci alergenu. Vybér Ab mize ovlivnit
citlivost a specifitu daného stanoveni (Do et at., 2018).

ELISA metody se tedy mohou zasadné lisit v kvantifikaci alergenu v konkrétni
potraving. Krom¢ analytické variability metody, miize byt kvantifikace alergenu takeé
ovlivnéna povahou alergenu v potraving (Do et al., 2018)

Prikladem asi nejcastéji stanovovanych alergenii jsou alergeny nachazejici se
v mléce. ELISA souprava pro toto stanoveni pak muze cilit na B-laktoglobulin nebo jiny
mlécny protein (napi. kasein) (Do et al., 2018). Dalsi velmi ¢astou potravinou obsahujici
alergeny mohou byt araSidy, u kterych bylo identifikovano celkem dvanact alergent
(Becker a Jappe, 2014). Alergie mize zpisobit i ovoce. Mize jit o bézné druhy ovoce
napft. jablko, broskev, jahodu nebo exotické ovoce napt. kiwi, mango, granatové jablko

(Hassan a Venkatesh, 2015).
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3.8 Capture ELISA

Tzv. Capture ELISA je modifikovana metoda slouzici k pritkkazu protilatek tiidy
IgM. Jde o pomérné¢ komplikovanou, ale mnohdy jedinou metodu pro prukaz IgM
protilatek v pfitomnosti protilatek IgG stejné specifity (Lochmanova, 2014).

Samotny test probiha tak, ze na pevnou fazi jSou vazany protilatky anti-IgM, které
na sebe vazou IgM z vySetiovaného vzorku. Soucasti postupu je promyvani. Po prvnim
promyti se piida piislusny Ag a po dal§im promyti znacena Ab proti vySetfovanému Ag.
Technika lze vyuzit také ke specifickému prikazu protilatek ze téidy IgG, IgA nebo IgE

bez interference ostatnich tiid protilatek (Lochmanova, 2014).

3.9 CAP systém

CAP systém piedstavuje specialni modifikaci EIA vyvinutou firmou Pharmacia.
Vyuziva se piedevsim ke stanoveni specifického IgE, ale i dalsich analytti. Tento systém
je povazovan za ,,zlaty standard* pro vysetieni IgE, a to diky své specifi¢nosti a citlivosti
(Barttiikova a kol., 2011).

Vysoké citlivosti systému bylo dosazeno pouzitim specialni hmoty k navazani Ag
(alergenu) na pevnou fazi. Tato hmota posléze vytvaii tramc¢inou strukturu, a tim i
vyrazn¢ zvysSuje povrch, na ktery pak mize byt Ag navazan. Naopak nevyhodou systému
je relativné nakladné a jednoucelové zatizeni na promyvani nosic¢i antigeni a nakladny

systém detekce (Bartinikova a kol., 2011).
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4. Radioimunoanalyza

Historicky nejstar§imi imunochemickymi metodami jsou radioizotopové metody.
Ke stanoveni Ag se vzdy pouzila Ab, ktera byla znacena radioaktivnim prvkem. Po
nasledném vzniku precipitatu se diky promyti odstranily nadbytecné volné protilatky a
v sedimentu zustaly jen komplexy antigen-protilatka-izotop, které se pak detekovaly

Radioizotopové metody maji sice velkou citlivost a reprodukovatelnost, ale piesto
zaCaly byt nahrazovany. Duvodem byl fakt, ze metody vyzaduji Ab znacenou
radioizotopem, izotopové pracoviste a specialni métici techniku. Hlavni nevyhodou byla
produkce izotopového odpadu (Barttinkova a kol., 2011).

Obecnym principem radioimunoanalyzy (RIA) je kompetitivni imunochemicka
reakce (Berson a Yalow, 2006). Kprovedeni RIA je nutnd pfitomnost Ag,
komplementarni Ab a radioaktivné znacené verze Ag. Ag a Ab se inkubuji spole¢né, coz
umoznuje Ag vzorku vazat se na Ab. Poté se piida radioaktivné znaceny Ag. Takto
znateny Ag nasledné ,soutézi“ s Ag vzorku a vytésiiuje ho. Cim vice je piitomného Ag
vzorku, tim hiife je radioaktivné znaceny Ag schopen vazat se na Ab (Grange etal., 2014).

Timto zpisobem vzniknou celkem dva imunokomplexy (Berson a Yalow, 2006).
Jde o komplex znadeného Ag a Ab a neznateného Ag a Ab. Cim je pak vétsi mnozstvi
stanovovaného Ag ve vzorku, tim vznikne mens$i mnozstvi imunokomplexu, ktery je
radioaktivné znaceny. Z toho vyplyva, ze znacené antigeny se nenavazou na protilatky

diky nedostatku vazebnych mist (Grange et al., 2014).
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5. SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 (z angl. severe acute respiratory syndrome-related coronavirus)
neboli koronavirus souvisejici s tézkym akutnim respiraénim syndromem je nové
identifikovany koronavirus. SARS-CoV-2 patii do celedi Coronaviridae, coz jsou
obalené jednovlaknové RNA viry. Tento virus je zodpovédny za COVID-19 (z angl.
coronavirus disease 2019), tedy tzv. koronavirové onemocnéni (Asselah et al., 2020).

Koronaviry mohou infikovat Sirokou skalu obratlovcti, véetné lidi. Vzhledem
k podobnosti sekvenci s netopyry se v soucasné dob¢ predpoklada, ze SARS-Co-V-2 ma
zoonoticky ptivod a sekundarn¢ ziskal schopnost Siteni mezi lidmi (Asselah et al., 2020).

Virus se Sifi dychaci cestou, piedev§im kapénkami a kontaktem
s kontaminovanymi povrchy a pfedméty. Virus se mize vyskytovat ve slinach, mo¢i i ve
stolici. Inkubaéni doba od propuknuti infekce po prvni ptfiznak je obvykle 5-7 dni,
srozsahem az 14 dni. Diagndza aktualni infekce zavisi na testech k detekci viru
v riznych télesnych tekutinach. K potvrzeni prod€lané infekce se pouzivaji protiladtkové
testy v krvi (Beeching et al., 2020).

Klinicky obraz onemocnéni COVID-19 zahrnuje fadu nespecifikovanych
priznakd, jako je horecka, suchy kaSel, duSnost, bolest hlavy, bolest svall, inava,
nevolnost, zvraceni, prijjem, bolesti bficha a ztrata ¢ichu a chuti. Pacienti s COVID-19
mohou byt klasifikovani jako asymptomaticti nebo symptomaticti. Pfiznaky se mohou
liSit od mirnych az po zdvazné a kritické. Tézky akutni respiracni syndrom je Castéjsi u
lidi s rizikovymi faktory, jako je napf. pokrocily vek ¢i koufeni. Vyssi riziko je také u lidi
s pfidruzenymi onemocnénimi. Mezi piiklady takovych onemocnéni patii cukrovka,
hypertenze, kardiovaskularni onemocnéni, obezita, chronické onemocnéni plic,

onemocnéni ledvin (Oliveira et al., 2020).

5.1 Diagnostika SARS-CoV-2

V diagnostice SARS-CoV-2 se vyuziva fada sérologickych metod (Beeching et
al., 2020). Jednou z takovych metod je i ELISA, ktera piedstavuje jednoduchy, rychly a
bezpecny test, kdy se testuji vzorky séra nebo plazmy od infikovanych pacientt.
Diagnoza pomoci testu ELISA je zaloZena na detekci protilatek IgM a 1gG proti SARS-
CoV-2 nukleproteinu Rp3 bchem pocate€niho stddia onemocnéni COVID-19.
Koronavirové neutralizaéni protilatky se zamétuji na S (Spike) protein, ktery

zprostiedkovava vstup viru do hostitelské bunky (Oliveira et al., 2020).
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Bylo zjisténo, Ze reakce IgM na proteiny SARS-CoV-2 vrcholi ¢tyfi tydny po
nastupu piiznaki a tfi mésice po nastupu piiznaki jiz nejsou detekovatelné. Zatimco IgG
byly detekovany kolem ¢trnactého dne po nastupu piiznakt a zistavaji detekovatelné az
36 m¢sicu (Oliveira et al., 2020).

Sérologické testy jsou sice mén¢ slozité nez molekularni testy a v porovnédni napft.
s polymerazovou fetézovou reakci spojenou s reverzni transkripci (RT-PCR), ktera je
zasadni pro diagnostiku SARS-CoV-2 také levnéjsi, ale presto je jejich uziteCnost pro
diagnostiku omezena (Asselah et al., 2020). Proto i navzdory vyhodam pouziti techniky
ELISA by nemé¢ly byt sérologické testy pouzivany k diagnostice akutni fize onemocnéni.
Sérologicka metoda by méla byt pouzita v pripad¢ detekce mozné ptedchozi infekce
v rekonvalescentni fazi, pro retrospektivni hodnoceni ohnisek, epidemiologické studie a
diagnostiku asymptomatickych pacientt (Oliveira et al., 2020).

Bylo vsak prokazano, ze pokud se sérologické testovani provadi ve spojeni
s testovanim pomoci RT-PCR, vyznamné to zvySuje citlivost detekce pacient
infikovanych SARS-CoV-2. Dale bylo také zjisténo, ze pouziti vSech hlavnich antigent
SARS-CoV-2 mé urcitou diagnostickou hodnotu. Testy méfici celkovou reaktivitu
protilatek maji nejvyssi citlivost. Kromé toho metody jako napt. EIA nebo
chemiluminiscenéni imunoanalyza poskytuji moznost charakterizovat humoralni
imunitni odpovédi izotypem. Kombinované vyuziti detekce IgM a IgG pak vede K vyssi
citlivosti, nez ktera byla pozorovana pfi detekci samotného izotypu (Espejo et al., 2020).

Ackoliv byl IgA studovan jen ziidka, bylo také prokazano, ze je citlivym
markerem této infekce, a hladiny koreluji se zdvaznosti onemocnéni a neutralizacni
aktivitou protilatek. Toto zjiSténi ale vyZaduje jeSté dalsi dikladnéjsi studie (Ma et al.,
2020).
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6. Cil prace

Hlavni cile prace jsou shrnuty Vv nasledujicich bodech:
1) Obecné seznameni s imunologickymi metodami.

2) Zavedeni a optimalizace metody ELISA s vyuzitim fotometru DYNAREAD

pro odecitani 96jamkovych mikrotitra¢nich desticek a softwaru AlaDYN.

3) Vysetfeni celkem 8 zkuSebnich vzorkt pomoci ELISA metody a nasledné

zpracovani ziskanych dat.
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7. Metodika a materialy metody

Pro obecné zavedeni a optimalizaci ELISA metody bylo zvoleno stanoveni anti-
SARS-CoV-2 pomoci kitu QuantiVac ELISA. Stanovovany byly protilatky ttidy IgG a
jako Ag byla pouzita doména S1 proteinu SARS-CoV-2 lidské bunééné linie HEK 293.

7.1 Stanoveni anti-SARS-CoV-2 pomoci QuantiVac ELISA (IgG)

Enzymaticky imunotest (ELISA) poskytuje kvantitativni in vitro stanoveni
lidskych protilatek tfidy IgG proti SARS-CoV-2 vséru, EDTA (kyselina
ethylendiamintetraoctova), heparinizované nebo citratové plazmée ¢i ve vysuSenych
krevnich kapkach (DBS) napodporu diagnéozy SARS-CoV-2 infekce a rovnéz
ptedstavuje doplnck ptimé detekce patogenti. Kromé toho, sérologii 1ze pouzit ke sbéru
epidemiologickych tidaji a ke stanoveni protilatek po ockovani vakcinami na bazi
S1/RBD (doména spikového proteinu/receptorova vazebna doména). Produkt je navrzen
Kk pouziti jako in vitro diagnostika a Ize jej voliteln¢ zpracovat na plné automatizovaném

zatizeni (Euroimmun, 2021).

7.2 Princip testu

Testovaci souprava obsahuje prouzky mikrotitrani desticky tzv. stripy po 8
odlomitelnych jamkach, které jsou potazené rekombinantni S1 doménou spikového
proteinu SARS-CoV-2. V prvnim reak¢énim kroku se ziedéné vzorky pacientll inkubuji
Vv jamkach. V piipad¢ pozitivnich vzorki se na antigeny budou vazat specifické protilatky
tiidy 1gG (IgA a IgM). K detekci vazanych protilatek se provede druha inkubace za
pouziti enzymem znaceného anti-lidského IgG (enzymovy konjugat), ktery katalyzuje

barevnou reakci (Euroimmun, 2021).

Co se tyka antigenu, tak reagen¢ni jamky ELISA testu jsou potaZzeny doménou S1
proteinu SARS-CoV-2 exprimovaného rekombinantné v lidské bunééné linii HEK 293 (z
angl. Human Embryonic Kidney cells — lidské embryonalni ledvinové buriky)
(Euroimmun, 2021).
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7.3 Obsah testovaci sady

Mikrotitra¢ni desticka obsahujici 96 mikrotitracnich jamek, které jsou potazené
antigeny (tj. 12 mikrotitracnich stripii po 8 jednotlivé odlomitelnych jamkach
VvV ramecku).

Kalibrator 1: 120 RU/ml — 1gG, lidsky (¢ervena barva s klesajici intenzitou).
Kalibrator 2: 80 RU/ml — IgG, lidsky (Cervena barva s klesajici intenzitou).
Kalibrator 3: 40 RU/ml — IgG, lidsky (Cervena barva s klesajici intenzitou).
Kalibrator 4: 20 RU/ml — IgG, lidsky (Cervena barva s klesajici intenzitou).
Kalibrator 5: 10 RU/ml — IgG, lidsky (Cervena barva s klesajici intenzitou).
Kalibrator 6: 1 RU/ml — IgG, lidsky (Cervena barva s klesajici intenzitou).
Pozitivni kontrola: 1gG, lidsky (modra barva).

Negativni kontrola: 1gG, lidsky (zelena barva).

Enzymovy konjugat s obsahem anti-lidskych 1gG znaéenych peroxidazou (zelena
barva).

Vzorkovy pufr (svétle modré barva).

Promyvaci pufr: 10x koncentrovany (bezbarvy).

Roztok chromogen/substrat: TBM/H20> (bezbarvy).

Stop (zastavovaci) roztok: 0,5 M kyselina sirova.

Ochranna folie

Veskery obsah kitu byl jiz ptimo ptipraven k pouziti. Bylo nutné piipravit pouze

promyvaci pufr, pro jehoz zfedéni byla pouZzita jesté destilovana voda.

Testovaci souprava musi byt skladovana pfi teploté¢ mezi +2 az +8 °C, chranéna

pred kontaminaci a veSkeré komponenty jsou po prvnim otevieni stabilni do uvedeného

data expirace.

Testovaci sada Anti-SARS-CoV-2 QuantiVac ELISA (IgG) a jeji obsah je

soucasti prilohy 1 (obr. 1,2).
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7.4  Pristrojové vybaveni a pomiicky

e Ctecka (reader) mikrotitraéni desti¢ky — vinova délka 450 nm, rozsah referenénich
vinovych délek od 620 nm do 650 nm.

e Automatické pipety

e Vicekandlovd pipeta — pipetovani enzymového konjugatu, substratu a
zastavovaciho roztoku.

e Pipetovaci Spicky

e Korytko pro vicekanalovou pipetu

e Centrifuga Eppendorf MiniSpin

e Eppendorfky

e  Odmérny vélec

e Termostat — inkubace mikrotitracni desticky pii + 37 °C.

e Laminarni box

e Stopky

e Ochranné pomucky (rukavice, respirator)

7.5 Priprava vzorki

Bylo pouzito 8 testovacich vzorka lidského séra. Mezi témito vzorky séra byly jak
vzorky, u nichz jiz pied timto stanovenim byla detekovana pozitivita, tak i takové, u
kterych byla zjisténa negativita na prodélané onemocnéni COVID-19.

Pted samotnym provedenim testu bylo potieba nejprve natedit jednotlivé vzorky
séra se vzorkovym pufrem, a to v poméru 1:101. Vzdy se tedy natedilo 10 ul séra s 1000
ul vzorkového pufru. Nafedéné vzorky prenesené do eppendorfek se pak dukladné
promichaly pomoci centrifugy Eppendorf MiniSpin. Takto nafedéné a promichané

vzorky séra byly pfipraveny K naslednému stanoveni.

Vzorkovy pufr, kterym se jednotliva séra fedila, je soucasti ptilohy 1 (obr. 3).

Vzorky pouzitych sér pied nafedénim jsou zobrazeny v piiloze 1 (obr. 4).
Dodani sér pacientd bylo zajisténo dodavatelem testovaci sady, pii¢emz

jednotlivé vzorky byly anonymizovany. O naslednou bezpecnou likvidaci se rovnéz

postaral dodavatel.
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7.6 Priprava promyvaciho pufru

Promyvaci pufr, ktery byl soucasti sady, byl 10x koncentrovany a musel se pro
ucel stanoveni nafedit. Nejprve bylo nutné pufr zahiat na 37 °C v termostatu. Pied
ziedénim ho bylo potifeba dobte promichat.

Pozadovany pomér pro tfedéni byl 1:10 s destilovanou vodou, tedy 1 dil
promyvaciho pufru spolu s 9 dily destilované vody. Na jeden mikrotitracni strip je potieba
5 ml koncentratu + 45 ml destilované vody. Bylo proto piipraveno 15 ml promyvaciho

pufru + 135 ml destilované vody.

Promyvaci pufr je soucasti ptilohy 1 (obr. 3).

7.7 Pipetovaci protokol

Pipetovaci protokol mikrotitraéni desti¢ky byl pouzit pro mikrotitraéni Stripy
s oznacenim 1 az 2. Takto probéhla kvantitativni analyza 8 vzorkl pacientti P1 az Ps.
Kalibratory Ci1 az Cs, pozitivni a negativni kontroly, jakoz i vzorky, byly inkubovany
kazdy v jedné jamce.

Pipetovaci protokol slouzi vlastn¢ jako postup pro spravné pipetovani reagencii,
V tomto piipadé jde o pipetovani do jednotlivych mikrotitracnich jamek. Musi tedy byt
vzdy v souladu s metodikou stanoveni.

Jak pozitivni, tak i negativni kontrola slouzi jako vnitini kontrola spolehlivosti

daného testovaci postupu. Kontroly by se mély vzdy piezkouset pii kazdém testovani.

Pipetovaci protokol pro stanoveni anti-SARS-CoV-2 QuantiVac ELISA (IgG) je

zhotoven v nize uvedené tabulce (tab. 1).
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1 2 5} 6 7 8 10 11 12
A C1 P1
B Co P2
C Cs P3
D Cs P4
E Cs Ps
F Cs Pe
G | pos. | Py
H | neg. | Ps

C1— kalibrator 1
C>— kalibrator 2
Cs — kalibrator 3
C4 — kalibrator 4
Cs — kalibrator 5
Ce— kalibrator 6

pos. — pozitivni kontrola

neg. — negativni kontrola

P1 — vzorek pacienta 1
P> — vzorek pacienta 2
Ps — vzorek pacienta 3
P4 — vzorek pacienta 4
Ps — vzorek pacienta 5
Ps — vzorek pacienta 6
Pz — vzorek pacienta 7

Pg — vzorek pacienta 8

Tab. 1: Pipetovaci protokol
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7.8 Metodika stanoveni
Prvnim krokem pro manualni zpracovani ELISA testu byla inkubace vzorku.
Podle pipetovaciho protokolu (viz tabulka 1) bylo pieneseno 100 ul kalibratord,
pozitivni a negativni kontroly a ziedénych vzorkili séra pacientli do jednotlivych jamek
mikrotitracni desticky. Takto pfipravenou testovaci desticku bylo nutné ptikryt
ochrannou fo6lii. Nasledovala inkubace desticky v termostatu pti 37 °C, ktera trvala 60

minut.

Dalsim krokem bylo promyti mikrotitracni desticky.

Nejprve byla odstranéna ochranna folie, a jelikoz se jednalo o manualni
provedeni, vyprazdnily se jamky a nasledn¢ tfikrat promyly 300 pl promyvaciho pufru.
Zminénych 300 pl bylo vzdy pro kazdé jedno promyti. Promyvani probihalo tak, ze
promyvaci pufr byl ponechan v kazdé jamce po dobu cca 30 az 60 sekund. Po dokonceni
promyvani byly jamky vyprazdnény. Dikladného odstranéni veskeré kapaliny z jamek
bylo docileno poklepem desti¢ky dnem vzhlru na absorpéni papir. Timto zpiisobem byl

odstranén veskery zbytkovy promyvaci pufr.

Druhym krokem byla inkubace konjugétu.
Do kazdé z jamek desti¢ky bylo napipetovano 100 pl enzymového konjugatu
(peroxidazou znaceny anti-lidsky 1gG). Desticka byla opét zakryta ochrannou folii a

nasledovala inkubace v termostatu pii 37 °C tentokrat po dobu 30 minut.

Naslednym krokem byl opét promyvaci cyklus.
Nejprve byla odstranéna ochranna folie z mikrotitra¢ni desticky. Vyprazdnily se

jednotlivé jamky a promyvani probihalo stejnym zptisobem, jak je uvedeno vyse.

Tretim krokem byla inkubace substratu.
Do vsech jamek desticky bylo napipetovano 100 ul chromogen/substratového
roztoku. Mikrotitra¢ni desti¢ka chranéna pted pfimym slune¢nim svétlem se pak nechala

inkubovat 30 minut pfi pokojové teploté (18 az 25 °C).
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Ctvrtym krokem bylo zastaveni reakce.
Napipetovalo se 100 pl stop roztoku do kazdé z jamek desticky, a to ve stejném
pofadi a stejnou rychlosti jako byl pipetovan chromogen/substrat roztoku. V tomto

okamziku dochazi ke zmén¢ zbarveni obsahu mikrotitra¢nich jamek.

Poslednim krokem bylo méteni.

Fotometrické méfeni intenzity zabarveni bylo provedeno pfi vinové délce 450 nm
a referencni vlnové délce 630 nm do 30 minut po pifidani zastavovaciho roztoku. Pred
samotnym méfenim byla mikrotitraéni desticka mirné protfepana, aby bylo zajisténo
homogenni rozlozeni roztoku.

Vysledna mikrotitraéni desticka se nachazi v ptiloze 1 (obr. 8), kdy koncentrace

ptitomnosti Ab ptimo koreluje s intenzitou vysledného zabarveni.

Jednotlivé tkony byly provadény v laminarnim boxu a téz za pouziti dalSich

ochrannych pomiicek.

7.9 Pristroj DYNAREAD

DYNAREAD predstavuje pfistroj pro odecitdni 96jamkovych mikrotitracnich
desticek pro zpracovani ELISA metod. Zakladem je odecitani optickych absorbanci
96jamkovych mikrotitra¢nich desticek. Pfistroj je vhodny pro in vitro diagnostiku (Dynex
Technologies, © 2015).

Fotografie pfistroje je v ptiloze 1 (obr. 6).

7.9.1 Popis pFistroje

Co se tyka parametri piistroje, ma rozsah vinovych délek 405-790 nm a je
schopny méfit v rozsahu 0,000-4,000 OD (opticka denzita). Optické parametry jsou
charakterizovany 12 kanaly a referen¢nim kanalem. Rychlost ¢teni pro jeden filtr je 10
sekund. Zdrojem svétla je LED (elektroluminiscen¢ni dioda) a ovladani pfistroje je

zajisténo externim PC (Dynex Technologies, © 2015).

DYNAREAD je vlastné automaticky 12 kanalovy fotometr. Jeho konstrukce
umoziiuje pouziti standardni 96jamkové mikrotitracni desticky. Mé&feni je
zprostiedkovano diky fidiciho pocitace a ovladajiciho softwaru (Dynex Technologies, ©
2015) viz ptiloha 1 (obr. 5).
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Na zadni strané pfistroje je umistén konektor slouzici k napdajeni, sitovy vypinac
a USB konektor k propojeni s poc¢itatem. M¢éfena mikrotitraéni desticka se vklada do
ramecku, ktery se vysouva z piedni strany pfistroje. Desticka se vklada do ramecku pii
pohledu shora pro pozici jamky A: vlevo nahote (Dynex Technologies, © 2015) viz
ptiloha 1 (obr. 7).

7.9.2 Ovladani pristroje

Zapnuti pfistroje se provede vypinacem, ktery se nachazi v zadni ¢asti pfistroje.
Rozsviti se zelena LED, ta indikuje zapnuti — symbol | (zapnuto), symbol O (vypnuto)
(Dynex Technologies, © 2015).

Samotné méteni optickych denzit je fizeno pfisluSnym softwarem, v tomto

ptipadé jde o software ,,AlaDYN* (Dynex Technologies, © 2015).

7.10 Software AlaDYN

Software AlaDYN se vyuzivd pro meéfeni pomoci automatického pfiistroje
DYNAREAND. V principu jde o softwarovou aplikaci, ktera slouzi k ovladani piistroje,
k provedeni ¢teci sekvence s vybranym nastavenim a také Kk zobrazeni vysledkt ¢teni

(Dynex Technologies, 2015).

7.10.1 Tvorba a editace testu

Zakladem je test neboli esej, coz je kompletni soubor pokynii pro provoz ¢tecky
mikrotitrani desticky. Tento soubor obsahuje informace o riznych procesech sbéru,
vypo¢tu a hlaSeni dat, které maji byt na mikrotitracni desticce provedeny (Dynex
Technologies, 2015).

Pii tvorbé nového testu se editor Privodce tvorby testu spousti tlacitkem

umisténym V nabidce Panel ndstrojii. Po spusténi editoru se zobrazi pole Nadpis testu.

Okno Nadpis testu zahrnuje pole, které je nutné vyplnit (Dynex Technologies, 2015).
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Vypliuji se nasledujici informace:

e Zadejte nadpis testu — zadava se zvoleny nazev testu, tj. libovolny nazev
s alfanumerickymi znaky.

e Napsal — jméno tvirce testu.

e Heslo — jde opét 0 alfanumerickou fadu znaku. Heslo je pozadovano, pokud chce
uzivatel test upravit. Pfi spusténi programu vSak neni heslo nutné.

o Kod testu — zahrnuje Predponu a Priponu. Pouziva se k oznaceni kodu
mikrotitracni desti¢ky, ktera ma byt vyuzita v testu.
V pfipadé, Ze je zaddna ptredpona, program zkontroluje zacatek ID desticky
s ptedponou Vv dobé béhu testu. Pokud je zadana piipona, program zkontroluje
naopak konec ID desti¢ky s piiponou v dobé béhu.

e Dokoncit — stisknutim tohoto tlacitka je veSkera editace testt sice dokoncena, ale
Vv danou chvili testy nejsou ulozeny.
Pro uloZeni testu je proto nutné vybrat UloZit test jako, ikonu umisténou na Menu

panelu a zadat nazev testu (Dynex Technologies, 2015).

Co se tyka ovladani fotometru, nastavovani testl a jejich parametrii se provadi
v okné Ovlddani fotometru. Toto okno se spousti ikonou Vv Panelu ndstrojii (Dynex
Technologies, 2015).

Ptistroj DYNAREAD se pouziva k méfeni v rezimu vlnovych délek single/dual.
Tohle je jedina mozZnost nastaveni modu, kterou si lze vybrat v poli ReZim cteni. Single
mod predstavuje provedeni pouze jedno Cteni desticky a je zde pouzit testovaci filtr. Dual
mod pak znamena, Ze je pouzit testovaci filtr a referenéni filtr kvili vétsi presnosti a ke
snizeni piispévku na pozadi mikrotitraéni desti¢ky (Dynex Technologies, 2015).

Single/Dual mod vinové délky 1ze najit i v poli Vinové délky, kde je dulezité zvolit
primarni hlavni filtr a primarni referen¢ni filtr. Primarni referencnti filtr se voli v pfipade¢,
ze chce uzivatel omezit chyby. Takové chyby mohou byt zplsobeny napf. rtiiznymi

necistotami nebo Skrabanci na dné desticky v jamkach (Dynex Technologies, 2015).

Dalsi pole slouzici k upfesnéni nastaveni parametru je Trepdni. Pro volbu této
funkce je potieba zaSkrtnout pole Povolit trepani. V dalsi fazi lze zvolit i délku tfepani, a
to v rozsahu 0-59 sekund a také rezim tfepani. Rezim tfepani se oznacuje modem (Dynex
Technologies, 2015).
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Mod tfepani mtize byt nasledujici:
e Modd 1 o frekvenci 14 Hz a amplitudé 1,7 mm.
e Modd 2 o frekvenci 9 Hz a amplitud¢ 3 mm.

e Modd 3 o frekvenci 8 Hz a amplitud¢é 3 mm (Dynex Technologies, 2015).

Dals8i moznosti pro nastaveni tfepani desticky je manudlni nastaveni, které 1ze
nalézt v poli Uzivatelsky rezim trepani. Uzivatel si tak mize nastavit vlastni amplitudu
vrozsahu 1-10 mm a vlastni frekvenci vrozsahu 5-20 Hz. Tento rezim je urcen

predevsim pro experimentalni ucely (Dynex Technologies, 2015).

Sablona umoziuje oznaéit polohu a typ vzorki, které budou na desti¢ce méfeny.
Okno se 3ablonou se spousti pomoci ikony v Panelu ndstrojii. Sablona se vyuziva
pro oznaceni typu vzorku, ktery bude umistén do riiznych jamek. Pro definovani typu
vzorku, ktery bude umistén do kazdé konkrétni jamky, musi uzivatel kliknout na ptepinac
pro pozadovany typ jamky a nasledné dvakrat kliknout na danou pozici jamky. V ptipadé,
7e dana pozice nebude pouzita, musi uZivatel zvolit Odstranit a poté kliknout na jamku
(Dynex Technologies, 2015).

Sablona obsahuje celkem &tyfi pole, u nichZ lze nastavit pozadované parametry.

Mezi tyto pole patfi:

e Typ jamky — paklize je definovan typ jamky, jamka je oznalena tak, aby
pouziva relativné strukturované pofadi, ale Sablona umoziuje definovat jamky i
na upln€ ndhodném zakladu.

Typ vzorku tedy zavisi na kruhovém tlacitku vybraném v poli Typ jamky.

e Opakovani — tato funkce slouzi k oznaceni, kdy vzorek ma byt umistén do dvou
¢1 vice jamek. Pocet jamek, do nichZ ma byt dany vzorek vlozZen, je Ciselné uveden
v poli.

e Orientace — vyuziva se k oznaceni pozadované orientace replikatd, pokud je
vzorek usporadan do skupiny vice nez jednoho replikatu. Jde o radky, sloupce ¢i

libovolnou orientaci.
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e Umistovani v — smér umistovani se pouziva s prikazem Vyplnit k uréeni sméru,
ve kterém program vyplni Sablonu. Lze vybrat umistovani v fadcich nebo

v sloupcich (Dynex Technologies, 2015).

Tlacitko Vyplnit umisti vzorek do kazdé pozice se za¢atkem v levém hornim rohu
oznac¢eném A1 a konc¢icim v pravém dolnim rohu ozna¢eném Hi> (Dynex Technologies,
2015).

Nachazi se zde také tlacitko Smazat vse, diky kterému se vymazou vSechna
existujici pfifazeni jamek. Tim muze dojit k pfedefinovani Sablony od zacatku (Dynex

Technologies, 2015).

Rezim blanku se spousti pomoci ikony umisténé opét na Panelu nastroju. Uziteény
je pro vylouceni absorbance roztoku ¢inidla z vysledku. Program je schopny ulozit
hodnotu OD tohoto roztoku ¢inidla v paméti jako Blank hodnotu a odecte ji poté od
ostatnich hodnot jamek na desti¢ce (Dynex Technologies, 2015).

Mozné jsou dva rezimy blanku. Je to bud’ rezim bez blanku, nebo primér. Rezim
Bez blanku indikuje, ze utlum vzduchu by mél byt pouzit jako referenéni uroven pro 100%
ptenos. Jde 0 vychozi rezim blanku a prazdné vzorky nemusi byt v Sabloné definovany.
Primeér vyzaduje jeden nebo vice prazdnych vzorkli na Sabloné. Vsechny prazdné
hodnoty OD jsou zprimérovany a pramérna hodnota je ode¢tena od vSech ostatnich

odectl na mikrotitra¢ni desti¢ce (Dynex Technologies, 2015).

7.10.2 Zpracovani dat

Zpracovani dat zahrnuje kontrolu kvality primarnich dat a editaci rovnic. Rovnice
kvalitativnich kontrol se pouzivaji k zadani kritérii pro spravnost provedeni testu. Takto
jsou hodnoty OD bud’ pfijaty, nebo odmitnuty pomoci kritérii jako je porovnani

s kontrolni jamkou nebo s ¢iselnou hodnotou (Dynex Technologies, 2015).

Optickd denzita je v podstaté absorbance optického elementu pii urcité vinové
délce. Jednd se o bezrozmérny parametr, diky kterému mulzeme zjistit mnozstvi

pohlceného svétla vzorkem.
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Okno Kontrola kvality primarnich dat obsahuje nékolik poli:

e Rovnice — toto pole se pouziva k zadani pozadované rovnice pomoci operatori
uvedenych v poli Funkce.

e Popis chyby — oznac¢uje chybovou zpravu, ktera by se méla zobrazit v ptipad¢, ze
neprosel test kontrol kvality dat.

e Rovnice kontrol kvality — pfedstavuje seznam generovanych rovnic, které jsou
zpracovany v poradi, v jakém jsou v seznamu uvedeny.

e Funkce — operatofi slouzici ke generovani rovnice (Dynex Technologies, 2015).

Kwvalitativni zpracovani dat se pouziva K oznac¢eni rozmezi pro vzorky, u nichz
bude kvalitativni stanoveni pozitivni nebo negativni podle parametri testu. Pole
Kvalitativni zpracovani se spousti opét pomoci ikony na Panelu ndstroju. Kvalitativni
zpracovani dat se obvykle pouzivd ke generovani rtiznych rovnic pro definovani
prahovych podminek urcujicich, zda je vzorek pozitivni ¢i negativni (Dynex
Technologies, 2015).

Zaporny limit je stanoven pomoci: - rovnice.

Kladny limit je stanoven pomoci: + rovnice.

Vyznamné je zpracovani dat pomoci kalibra¢ni kiivky. Kalibra¢ni kiivka se
pouziva, kdyz program méii hodnoty OD pro fadu standardnich vzorki o znamych
koncentracich. Pomoci odecti se vytvofi graf, ktery je zasadni pro vypocet koncentraci
testovanych vzorkidl (experimentdlni nezndmé hodnoty). K vytvofeni osy x grafu se
pouzivaji ¢isla zadana pro znamé standardy. Osay je vykreslena z hodnot OD ze znamych
standardd. Pro zpracovani dat pomoci kalibra¢ni kiivky se voli pole Kalibracni krivka.
(Dynex Technologies, 2015).

Zalozka Fity se poté pouziva k vlozeni nebo vybéru kiivky v daném testu.
Vsechny existujici fity jsou oznaceny v oblasti seznamu v poli Fity. Standardni kiivky
jsou bézné pojmenovany Fits, Fit, atd. (Dynex Technologies, 2015).

Zalozka Standardy se pouziva k definovani riznych standardd, které se pouzivaji
pravé k vytvofeni fith. Aby bylo mozné pouzivat funkci Kalibra¢ni kiivka, musi byt
nejprve vytvoren Kontrolni seznam obsahujici jednotlivé standardy. Ty slouzi k vytvoreni

standardni kfivky (Dynex Technologies, 2015).
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Zalozka Typ fitu slouzi k vybéru toho, jak maji byt data prizptisobena. Typ fitu
muize byt linearni, polygon nebo sigmoid. V poli Volby vypoctu muze byt zvoleno
Extrapolace povolena. Extrapolace rozsifuje graf za OD pro nejvy$s$i nebo naopak
nejnizsi znamé datové body. Je obvykle védecky platna z linedrni regresni kalibracni

ktivky, ale ne ze sigmoidalni kalibra¢ni kiivky (Dynex Technologies, 2015).

V poli zvaném Osy lze vybrat poZzadované osy ze ¢tyf moznosti:

e Lin/Lin—osy x ay jsou V linearni stupnici.

e Log/Lin — osy pouzivaji logaritmickou stupnici.

e Log/Log — osa x je graficky znazornéna v logaritmickém méfitku, zatimco osa y
s hodnotami OD je graficky znazornéna v linearni stupnici.

e Auto — pfistro DYNAREAD automaticky vybere osy fitll (Dynex Technologies,
2015).

Zalozka Graf se pouziva k zahrnuti grafu koncentraci do vysledkt a definovani
zpusobu jeho vystupu. Graf je zahrnut do vysledné zpravy zaSkrtnutim tlacitka Vyrvorit
graf.

Zalozka Vyber slouzi k oznaceni vzorkl, které budou zahrnuty do nasledného
vypocétu kalibracni kiivky. VSechny vzorky (T1—Toes) jsou zobrazeny v poli Vzorky.
Vzorky obsazené v této kiivce jsou uvedeny v poli Kontrolni seznam. Zaskrtnutim funkce
V grafu zobrazit body bude kazdy bod zobrazen na grafu, a to dle vybraného formatu
ktivky (Dynex Technologies, 2015).

7.10.3 Spusténi testu
Poslednim krokem je spusténi testu vedouci ke shromazdéni poZadovanych dat
pro dalsi zpracovani a analyzu (Dynex Technologies, 2015).
Pred pouzitim sytému je tieba provést jesté n¢kolik tkond:
e Nejprve se musi zapnout hlavni vypina¢ umistény na zadni strané pfistroje
DYNAREAD.
e Poté se spusti software AlaDYN pomoci ikony na ploSe pocitace. Nasledné
pfistroj provede automaticky self-test neboli autotest.
Self-test predstavuje naprogramovanou sérii méfeni pro piipravu vlastniho

méieni.
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e Po provedeni téchto ukont je systém pfipraven k pouziti (Dynex Technologies,
2015).

Pfed métenim mikrotitracni desticky se musi jesté vybrat nékteré dalsi podminky

testu. Podminky jsou nastaveny v okné Precist desticku. (Dynex Technologies, 2015).

Mezi podminky, které se urcuji, patfi:

e [D desticky — Je pouzivano jako docasny nazev datového souboru mikrotitra¢ni
desticky, ktery je vytvofen na konci testu.

e Operdator — jméno osoby, ktera méteni provadi.

e Volby — je zde moznost vybrat jen Nacist soubor s ID.

e Testy — slouzi pro vybér testu, ktery ma byt v dané chvili spustén.

e Pozice prvni jamky — oznaceni jamky, od které ma testovani zacinat.

e Pocet jamek — hodnota vyjadiujici, kolik jamek bude vyhodnoceno (Dynex
Technologies, 2015).

Samotné spusténi testu se provadi pomoci tlacitka Precist desticku na pracovni
plose a naslednym stisknutim tlacitka Start. Vysledky pak maji pozadovany format
spole¢né s vypocty zahrnutymi v naprogramovaném testu. Co se tyka zpracovani
vysledkd, tak vysledky méfeni se zobrazi na pracovni plose a jsou dale zpracovany jako

protokol (Dynex Technologies, 2015).
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8. Vysledky

Veskeré méfeni bylo zajisténo pomoci jiz zminéného fotometru DYNAREAD a

namétené vysledky byly zpracovany softwarem AlaDYN.

Rezim filtrG byl nastaven takovym zptsobem, aby hlavni filtr méfil pfi vinové
délce 450 nm a referencni filtr pfi vlnové délce 630 nm. Pro rezim tfepani byl zvolen

mod 1 o frekvenci 14 Hz a amplitudé 1,7 mm.

Rovnice kontrol kvality je ve form& PC>NC, tedy 1,501>0,185. Pozitivni kontrola
s hodnotou 1,501 ptedstavuje vétsi hodnotu nez negativni kontrola s hodnotou 0,185. Jde

0 hodnoty OD. Pokud by rovnice nebyla v této form¢, probéhl by test netispésné.

V nize uvedené tabulce (tab. 2) jsou uvedeny hodnoty vsech namétenych OD

zahrnujici kalibratory (A1—F1), pozitivni a negativni kontrolu (G1 a Hi) a vzorky séra

pacientd (A2—H2).

1 2
A 2,079 1,030
B 1,707 0,053
C 1,133 1,448
D 0,738 0,059
E 0,441 0,048
F 0,164 0,201
G 1,501 1,269
H 0,185 0,978

Tab. 2: Hodnoty optickych denzit
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Jelikoz $lo o kvantitativni vyhodnoceni ELISA metody, probéhlo zpracovani dat
pomoci kalibra¢ni kiivky. Ta mé vyuziti prave v ptipadé, Ze jsou méteny hodnoty OD
pro fadu kalibrac¢nich vzorki o znamych koncentraci. Vytvorenim takového grafu Ize pak
vypocist koncentrace vzorkd, které jsou testovany.

Nize prilozeny graf (graf 1) znazornuje kalibrac¢ni kiivku, kdy osa x predstavuje
znamé hodnoty koncentraci kalibratord s relativnimi jednotkami na mililitr (1, 10, 20, 40,
80, 120 RU/ml). Osa y je vytvoiena z hodnot OD (absorbanci) znamych kalibratori a jak
jiz bylo zminéno, jedna se o bezrozmérnou veli¢inu, tudiz je bez jednotek (0,164; 0,441;
0,738; 1,133; 1,707; 2,079). Osy byly vybrany s oznac¢enim Lin/Lin, tedy osa x a y jsou
Vv linearni stupnici. Tato standardni kiivka je pojmenovana Fit: a typ fitu byl zvolen

linearni s extrapolaci dat.

{ — Fitl
2,1 o

1.8 4
1,5

1,2 4

Absorbance

0,9 -
0.6 -

03

0 20 40 60 80 100 120

RU/ml

Graf 1: Kalibracni ki'ivka
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ID vzorku Umisténi Opticka denzita | Koncentrace (RU/ml)
S1 A1 2,079 120,000
S2 B1 1,707 80,000
S3 C1 1,133 40,000
Sq D1 0,738 20,000
Ss E: 0,441 10,000
Se F1 0,164 1,000
Tab. 3: Hodnoty kalibratorii
ID vzorku Umisténi Opticka denzita | Koncentrace (RU/ml)
PCy G1 1,501 65,603
NC1 Hi 0,185 1,683
Tab. 4: Hodnoty pozitivni a negativni kontroly
ID vzorku Umisténi Opticka denzita | Koncentrace (RU/ml)
T1 Az 1,030 34,771
T2 B2 0,053 -2,595#
T3 C 1,448 61,931
T4 D2 0,059 -2,394#
Ts E2 0,048 -2, 747#
Te F2 0,201 2,222
T7 G2 1,269 49,479
Ts Ha 0,978 32,149

Tab. 5: Hodnoty vzorkii sér
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Tabulka 3 znazornuje namétené hodnoty tykajici se pouzitych kalibratori. Je zde
uvedeno ID vzorku, tj. do¢asny nazev soubor mikrotitraéni desticky. V tomto piipadé
jde o znaceni S1—Se. Dale je uvedeno umisténi vzorka kalibratorG na mikrotitracni
desticce Ar—Fi.

Dilezitymi hodnotami jsou pak OD a koncentrace s jednotkami RU/ml. Je ziejmé,
koncentraci (1 RU/ml). Tomu odpovidaji i sestupujici hodnoty OD, kdy prvni vzorek
kalibratoru S1 ma hodnotu OD 2,079 a u posledniho vzorku Se byla namétena OD 0,164.
To lze porovnat i s postupné snizujici se intenzitou zlutého zabarveni vysledné

mikrotitracni desticky viz ptiloha 1 (obr. 8).

Hodnoty v tabulce 4 nesou opét stejné oznaceni jako je v tabulce 3 s rozdilem, ze
se jedna o namétené hodnoty pozitivni a negativni kontroly. ID vzorku pozitivni kontroly
ma oznaceni PCy, zatimco vzorek negativni kontroly je oznacen zkratkou NCi. Umisténi
v mikrotitracni desti¢ce ma oznaceni G a Ha.

U pozitivni kontroly o koncentraci 65,603 RU/ml byla namétena OD 1,501.
Negativni kontrole o koncentraci 1,683 RU/ml odpovida hodnota OD 0,185. Toto je
ziejmé také z vysledné mikrotitracni desti¢ky V piiloze 1 — obr. 8, kdy jamka pozitivni
kontroly ma zluté zbarveni na rozdil od negativni kontroly. Méteni uvedenych hodnot

probihé vzdy, a to pro posouzeni spolehlivosti daného postupu.

Tabulka 5 je v principu stejna jako dvé ptedchozi tabulky, jen se jedna jiz o
samotné¢ vzorky testovanych sér. ID vzorkd je znaCeno Ti—Ts S umisténim na
mikrotitra¢ni desti¢ce A2— Hz. Nejzasadngjsi jsou ovsem hodnoty jejich naméfenych OD
a koncentraci, diky nimZ poté miizeme detekovat vzorky pacientli, u nichZ byly prokazany
protilatky téidy 1gG proti SARS-CoV-2 a ty, které protilatky vytvofené nemaji, tudiz
onemocnéni COVID-19 v nejblizsich zhruba 3 mésicich neprodélali.

Z tabulky je patrné, ze prvni vzorek (T1) S hodnotou OD 1,030 ma hodnotu
koncentrace 34,771 RU/ml, tzn jde o pozitivni vzorek séra na pfitomnost protilatek IgG
anti-SARS-CoV-2. Vzorek T2 s OD 0,053 a koncentraci -2,595 RU/ml je negativni. T3
s OD 1,448 ma koncentraci 61,931 RU/ml, je proto pozitivni. Ctvrty a paty vzorek jsou
negativni, kdy T4 sOD 0,059 ma koncentraci -2,394 RU/ml a Ts sOD 0,048 ma
koncentraci -2,747 RU/ml. Vzorek oznaceny Te vySel jako pozitivni, a to s OD 0,201 a

koncentraci 2,222. Posledni dva vzorky fotometr vyhodnotil také jako pozitivni.
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U vzorku T7 byla naméfena hodnota OD 1,269 a koncentrace 49,479 RU/ml a u Tsg to je
OD 0,978 s koncentraci 32,149 RU/ml.

V praxi by tii zminéné zaporné namétené hodnoty koncentraci validni nebyly a
méieni by muselo probéhnout opakované. Pfistroj vyhodnotil vysledky v zapornych
hodnotach ziejmé z divodu, ze sérum nebylo Cerstvé. Doslo proto ke zkresleni vysledku.

Testované vzorky poskytnuté dodavatelem kitu byly jiz analyzovany jinou
metodou Vv diagnostické laboratofi (firma neuvedla o jakou metodu §lo). Deklarované
vysledky jsou uvedeny nize (tab. 6), kde jsou porovnany s vysledky vlastniho méfeni.
Jednotlivé vzorky pacienti nesou oznaceni P1—P2 a vysledek byl poskytnut pouze ve
form¢ kvalitativniho hodnoceni, tj. pozitivni/negativni. Vzorek Te piedstavuje pozitivni
vysledek vlastniho méteni, zatimco deklarovany vysledek ma byt negativni na pfitomnost
protilatek anti-SARS-CoV-2.

Vysledky mizeme také opét porovnat s vyslednou mikrotitraéni destickou viz
piiloha 1 (obr. 8). Pozitivni vzorky T1, T3, T7 a Tg jsou zbarveny Zluté, zatimco negativni
vzorky Tz, Ta, Ts jsou bezbarvé. Vzorek Ts ma lehce nazloutlou barvu.

Z takovychto vysledki pak 1ze usoudit, Zze z celkem 8 testovanych sér pacientt se

u 5 vzorku ptitomnost protilatek potvrdila.

Vzorek pacienta | Deklarované vysledky | Vysledky vlastniho méteni
P1 Pozitivni Pozitivni
P2 Negativni Negativni
P3 Pozitivni Pozitivni
P4 Negativni Negativni
Ps Negativni Negativni
Ps Negativni Pozitivni
P7 Pozitivni Pozitivni
Ps Pozitivni Pozitivni

Tab. 6: Porovndni vysledkii

Vsechny vysledky ve formé protokolu jsou kompletné shrnuty také v piiloze 2
(protokol 1, protokol 2). Jsou zde také objasnény pouzité znaky u hodnot jednotlivych

koncentraci, které jsou soucasti tabulky 5.
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9. Diskuse

Pomoci testovaci sady QuantiVac ELISA se podafilo stanovit protilatky tiidy 1gG
proti SARS-CoV-2 v lidském séru. Antigeny, které byly soucasti mikrotitracnich jamek
predstavovaly doménu S1 proteinu SARS-Cov-2 exprimovaného rekombinantné v lidské
bunééné linii HEK 293.

Veskera laboratorni prace byla provadéna v laboratofi ZSF za pouziti pfistroje
DYNAREAD, diky némuz prob¢hl odecet intenzity zbarveni jednotlivych vzorki véetné
kalibratord, pozitivni a negativni kontroly a vzorku lidskych sér. Export dat a jejich
detailni zpracovani pak prob&hlo pomoci specialniho softwaru AlaDYN.

Méieni vzorkt kalibratort, podle kterych byla sestrojena kalibracni kiivka a
vzorky pozitivni a negativni kontroly slouzi ke kontrole spolehlivosti stanoveni.
Z naméfenych hodnot vyplyva, ze méteni probéhlo v poradku.

Jelikoz vzorky sér od dodavatele jiz prosly jednim stanovenim, byla zde kontrola
pro ptipad, Ze by méfeni ptistroje neprob&hlo spravné. Z celkem osmi testovanych sér
bylo pét vzorki pozitivnich na pifitomnost protilatek anti-SARS-CoV-2 ttidy IgG a tii
vzorky negativni. Tti hodnoty koncentraci negativnich vzorki vsak vyhodnotil fotometr
v zapornych hodnotach. Tato skutecnost je s nejvétsi pravdépodobnosti zplisobena tim,
ze sérum nebylo Cerstvé odebrané, ale delsi dobu skladované. To ziejmé zpusobilo
zkresleni danych vysledkt. Po konzultaci s pracovniky oddéleni 1ékatrské mikrobiologie
(sérologicky tisek) v Nemocnici Tabor, a.s. bylo zjisténo, ze v takovém piipadé by bylo
nutné méfeni zopakovat. V této situaci vSak opakovani nemélo vyznam vzhledem k
prekroceni doporucené délky skladovani sér.

Z tabulky 6 je také ziejmé, ze vysledky u vzorku Pe se neshoduji. Deklarovany
vysledek byl negativni na ptitomnost protilatek, ale vysledek vlastniho méfeni metodou
ELISA vysel jako pozitivni. Je patrné, Ze vysledek nelze povazovat za validni, protoze ve
srovnani se skute¢né pozitivnimi vysledky je i naméfena hodnota OD mnohem nizsi,
ovSem lehce nad hodnotou OD negativni kontroly. Tato nesrovnalost mize byt opét
pfipsana pomérné dlouhému skladovéni séra.

Podle Dua et al. (2020) v piipadé porovnani protilatek tiidy IgG a IgM lze fict, Ze
pacienti, u nichz byla detekovana pfitomnost protilatek 1gG, jsou chranéni proti
opakované infekci, a to po ur¢itou dobu. Podle fady studii jde o dobu zhruba 3 mésicu.
Protilatky IgM poukazuji na pravé probihajici infekci. Mizeme tak také zjistit riziko

schopnosti pfenosu nakazy.
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I pfes zminéné nesrovnalosti se metoda ELISA osvédcila, hlavné z divodu jejiho
snadného a nenaro¢ného provedeni. V principu jde o jednoduchou metodu, a to jak
Z hlediska praktického provedeni, tak i nasledného méfeni mikrotitra¢ni destic¢ky, tj.
ovladani fotometru a softwaru.

Vsechna ¢inidla nutna ke stanoveni byla jiz pfipravena Vv testovaci souprave, bylo
potieba pfipravit pouze promyvaci pufr a nafedit vzorky sér. Praktické provedeni mélo
jasn¢ dany postup vcetné pipetovaciho protokolu. Nevyhodou byla pouze Casova
naro¢nost, a t0 z divodu inkubace a promyvani mikrotitra¢ni desticky. Inkubace
mikrotitracni desticky probihala celkem tfikrat, 60 minut v termostatu, 30 minut
v termostatu a poté jesté jednou 30 minut pii pokojové teploté. Promyvani se provadélo
manualng, ale pro urychleni zpracovani se v praxi vyuziva spise automatické promyvani
pomoci automatické promyvacky mikrotitraénich desti¢ek. Celkovy Cas analyzy byl
zhruba 4,5 hodiny, a to od ptfipravy roztokt a vzorkd sér az po vysledné méfeni
mikrotitracni desticky.

Zachazeni s ptistrojem DYNAREAD také nebylo slozité. Naro¢néjsi je pouze
prace se softwarovou aplikaci AlaDYN, konkrétné vytvoreni kompletniho souboru
pokynti pro provoz ¢tecky mikrotitracni desticky. Nasledné spusténi a méfeni prob&hlo
témét okamzité. Dle mého ndzoru by se metod¢ dal vytknout jen vystup, ktery je ve formée
protokolu. Jeho souc¢asti by mohlo byt jesté porovnani jednotlivych vysledkd a nazorné
vyznaceni hodnot pozitivnich ¢i negativnich na pfitomnosti protilatek.

Dle Oliveira et al. (2020) se metoda ELISA vyuziva spise u asymptomatickych
pacientt, v pfipad¢ potvrzeni ptredchozi infekce ¢i v riznych epidemiologickych studiich.
Pro hodnoceni akutni faze onemocnéni vhodna tedy neni. Pro takové stanoveni je
vyznamn&j$i RT-PCR, kdy dochazi k detekci virové RNA. Je ale mozné, Ze citlivost
detekce se vyznamné zvysi kombinaci sérologického stanoveni a RT-PCR.

Co se tyka diagnostiky protilatek anti-SARS-CoV-2, je tedy sérologicky test
ELISA sice méné slozity i levnéjsi nez rizné molekularni testy, avSak ma oproti nim fadu
omezeni.

Cena pouzité sady anti-SARS-CoV-2 QuantiVac ELISA (IgG) v¢etné 96jamkové
desticky byla 11 510 K¢ (bez DPH). To je cca 130 K¢ za jeden vzorek (pocitano bez
kalibratord, pozitivni a negativni kontroly). Z finan¢niho hlediska i ¢asové narocnosti je
tedy samoziejmé vzdy vyhodngjsi stanovovat vice vzorkli najednou na jedné

mikrotitrac¢ni desticce.
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10. Zavér

V ramci teoretické ¢asti  bakalaiské prace probéhlo blizsi seznameni
s imunologickymi metodami, pfedev§im s metodou ELISA. V praktické casti byla
metoda ELISA zavedena a optimalizovana S vyuzitim pfistroje DYNAREAD pro
odecitani 96jamkovych mikrotitracnich desti¢ek a softwarové aplikace AlaDYN.
ZkuSebni méfeni probéhlo pomoci testovaci sady QuantiVac ELISA. Byly tak stanoveny
protilatky anti-SARS-CoV-2 tfidy IgG. Méfeni probihalo na celkem 8 zkuSebnich
vzorcich a nasledné¢ probehlo zpracovani ziskanych dat.

Obecné ELISA test tedy ptedstavuje pomérné rychlou, citlivou a zaroven
jednoduchou metodu, ktera ma Siroké spektrum vyuziti, az uz jde o diagnostiku
nejrizngjsich onemocnéni ¢i laboratorni vyzkum. Pro kazdé stanoveni se pak hodi jiny
typ nebo specialni modifikace této metody, pii¢emz Vv praxi ma kazda své vyhody i
nevyhody.

Zavérem lze fict, ze vysledky ELISA testu s pouzitim fotometru DYNAREAD a
softwaru AlaDYN jsou validni jen do jist¢ miry. Vyjimku piedstavuji ¢étyti hodnoty, u
nichz se projevilo zkresleni vysledku z diivodu delsiho skladovani séra. I pies tyto
nesrovnalosti se hlavni cil prace, tedy zavést a optimalizovat metodu ELISA podafilo
spInit. Podle mého nazoru zavedena metoda je tedy pouzitelna a vhodna pro odbornou

vyuku, Klinickou praxi i vyzkum.
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12. Seznam zkratek

Ab Protilatka

Ag Antigen

COVID-19 Koronavirové onemocnéni 2019 (z angl. Coronavirus disease)
EIA Enzymova imunoanalyza (z angl. Enzyme Immunoassay)
ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

Fab Fragment antibody binding

Fc Fragment crystallizable

H Tézky tetézec (z angl. heavy)

Ig Imunoglobulin

IgA Imunoglobulin A

gD Imunoglobulin D

IgE Imunoglobulin E

IgG Imunoglobulin G

IgM Imunoglobulin M

L Lehky fetézec (z angl. light)

oD Opticka denzita

RIA Radioimunoanalyza (z angl. Radioimmunoassay)

RT-PCR Polymerazova fetézova reakce Spojend s reverzni transkripci
S Spikovy protein

SARS-CoV-2 Koronavirus souvisejici s t¢zkym akutnim respira¢nim syndromem

(z angl. Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus)
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13. P¥ilohy

Priloha 1

Obrazek 1:
Obrazek 2:
Obrazek 3:
Obrazek 4:
Obrazek 5:
Obrazek 6:
Obrazek 7:
Obrazek 8:

Priloha 2

Protokol 1:
Protokol 2:

Anti-SARS-CoV-2 QuantiVac ELISA (IgG)

Obsah testovaci sady

Vzorkovy pufr, promyvaci pufr

Vzorky sér

Ptistro DYNAREAD, fidici pocitac

Pristro DYNAREAD

Ptistro) DYNAREAD, ramecek pro vloZeni mikrotitra¢ni desticky

Vyslednd mikrotitra¢ni desticka

Dynex AlaDYN — vysledky méfeni
Dynex AlaDYN — vysledky méfeni
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Obr. 1: Anti-SARS-CoV-2 QuantiVac ELISA (IgG)

Obr. 2: Obsah testovaci sady



Obr. 3: Vzorkovy pufi, promyvact pufr

Obr. 4: Vzorky sér



Obr. 6: Pristrojf DYNAREAD



Obr. 8: Vyslednd mikrotitracni desticka



CISLO TESTU
IMEMND TESTU

DESTICKA

Dynex AlaDYN

i REZIM FILTR{ :HLAVNI A REF. DATLIM 102.03.2021
1SARS-CoV-2, HLANNI FILTR 1450 Cas 101.23.47
Quantifac

REF. FILTR 1630 OPERATOR

Ravnice kantrol kality

PC=MNC
1

A 2,079
E 1,707
C 1,133
D 0,738
E 0441
F 0,164
G 1,501
H 0,185
Fitl

Lin/Lin Rozsah as
Extrapolace dat

21
1,8
15
1,2
0,8

0,6 -

03

1,501=0,185

DATA MATICEf TABULKA: OD

2 3 4 5 & 7 ] 3 10 11 12
1,030 #EEEE EEEER sdaad dddir kkERE REERE BEEE REEER dEERk b

0,053 FF FEE FrExk LR L 2 EEFEE FEFEx ExERE *kFFE FEEEE FEEkk EEE 22
1,448 FF FEE FrExk LR L 2 EEFEE FEFEx ExERE *kFFE FEEEE FEEkk EEE 22
0,059 FF FEE FrExk LR L 2 EEFEE FEFEx ExERE *kFFE FEEEE FEEkk EEE 22
0,048 FEEEE FEEXE LR FEEEE FEkxx ExExL *kEEE FEEEE FExxx L2 2]
0,201 FF FEE FrExk LR L 2 EEFEE FEFEx ExERE *kFFE FEEEE FEEkk EEE 22
1,269 FEEEE FEEXE LR LS FEEEE FErxx ExExL *EEEE TEEEx Frxix L2223
0,978 FF FEE FrExk LR L 2 EEFEE FEFEx ExERE *kFFE FEEEE FEEkk EEE 22

*==** Indikuje neftenou jambu nebo hodnotu mime platny mzsah

KALIBRACHI KRIVKA

Fitl

20 40 ] B0 100 120
12

Protokol 1: Dynex AlaDYN — vysledky méreni



Rovnice kontrol kvality

1D vzorku Umisténi Data Primér 5.0, C.W. Fedéni  Koncentrace
T1 A2 1,030 1,030 FFFEE FHEEE 1 34,771
T2 B2 0,053 0,053 FrEEx FEEEE 1 2,555
T3 2 1.448 1,443 FrEEE FrEEE 1 61,931
T4 D2 0,059 0,059 HEEE R 1 -2,3%4#
TS E2 0,048 0,043 FrEEx FEEEE 1 2747E
TE F2 0,201 0,201 FrEEE FrEEE 1 2,222
7 G2 1,269 1,269 HEEE R 1 43,479
TE Hz 0,978 0,979 FrEEE FEEEE 1 32,149
ID vzorku Umisténi Data Priimeér S.0. ("7 Redéni  Koncentrace
a1 Al 2079 2,073 FEEEE FEEEE 1 120,000
52 Bl 1,707 1,707 HEEE R 1 80,000
23 ci 1,133 1,133 FrEEE FEEE 1 40,000
24 D1 0,738 0,738 FrEEE FrEEE 1 20,000
55 E1 0,441 0,441 FEEEE FEEEE 1 10,000
1 F1 0,164 0,164 FrEEE FEEEE 1 1,000
ID vzorku Umisténi Data Priimeér S.0. ("7 Redéni  Koncentrace
MC1 H1 0,135 0,185 FEEEE FEEEE 1 1,683
1D vzorku Umisténi Data Primer 5.0, "7 Redéni  Koncentrace
PC1 Gl 1,501 1,501 FFFEE FHEEE 1 65,603

**2**Indikuje neftenau jambu nebo hodnotu mimo platny rozsah
+++++Indikuje vysledek nad limisem
-—-Indikuje vysledek pod limitem
#Indikuje extrapolovana data

Dynex

Protokol 2: Dynex AlaDYN — vysledky méreni



