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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo vytyib imunologicky test pro detekci nebezpého
bakterialniho patogenu methicilin rezistertdphylococcus aureMRSA). Infekce MRSA
zpasobuji celosstové probléemy ve zdravotnickychizzeni poskytujicich akutni a naslednou
p&i Vv luZkové iambulantni¢asti, proto je u pacieht velmi dilezitA Wasna arychla
diagnostika a cilend terapie.

Z E. coli byl pomoci QIAquick PCR Purificatin Kitu izolovamakteridlni konstrukt,
ktery byl nasled& purifikovan a dialyzovan. Ziskany rekombinantniotein PBP2a byl
v riznych koncentracich nanesen na nitrocelul6zovou brm@&mu v podod linii. Déle se
provedla optimalizovand blot-line metoda pro detelapecifickych protilatek proti
rekombinantnimu antigenu PBP2a w&ldch imunoglobulih IgG, IgA a IgM. Pro detekci
bylo pouzito ®gkolik riznych koncentraci konjugatu Goat Anti-Human IgG—A&f®at Anti-
Human IgA-AP nebo Goat Anti-Human IgM-AP. Intenziibarveni linii kazdého
jednotlivého stripu byla hodnocena pomoci Immunbbtidtwaru. Z narffenych hodnot byla
zjiStena diagnostickd citlivost, specifita a celkova diastickd shoda. Déle bylo provedeno
testovani preciznosti za podminek opakovatelnogtia-assay) a reprodukovatelnosti (inter—
assay). Preciznost metody byla vyj@da varignim koeficientem.

Jako nejvhod&si pro vyrobu soupravy IgG byla stanovena kon@amrantigenu
PBP2a od 0,30 mg/ml do 0,45 mg/ml a koncentracéuk@itu 1gG 1:1500-1:1800. Priidu
imunoglobuliri IgA byla jako nejvhodgsi zjiS€na koncentrace antigenu PBP2a od 0,40
mg/ml do 0,52 mg/ml a koncentrace konjugatu IgAOD:EL:1000. Variéni koeficient za
podminek opakovatelnosti pro cely rozsalfidyt IgG je 10,09 % a uidy IgA je 8,91 %.
Variatni koeficient za podminek reprodukovatelnosti pety cozsah uifdy IgG je 9,23 %
autidy IgA je 9,60 %. Preciznost metody za podminek akopatelnosti
a reprodukovatelnosti praidy imunoglobulii 1gG a IgA vyhovuje kritériim pro vyrobu
diagnostické soupravy.

Vysledky titraci prokazaly, Ze vyrobené konkrétrarz& karet nitrocelul6zové
membrany s nanesenym antigenem PBP2a musi byt exdgny na panelu referémich
vzorka a podle toho se nastavi hodnoty koncentraci (igenu, tak konjugatu) dle geby,

odlisre vSak proitidu imunoglobuli IgG a IgA.

Kli ¢éova slova Staphylococcus aureuMRSA, blot, PBP2a, IgG, IgA, IgM, nitrocelul6zova

membrana, citlivost, specifita, opakovatelnostroedpkovatelnost.



ABSTRACT

The aim of the thesis was to develop an immunoasaihe detection of dangerous
bacterial pathogen, methicillin-resista®taphylococcus aureuUMRSA). MRSA infections
cause global problems in health facilities whicbyide acute and follow-up care in inpatient
and outpatient parts. That is why early and rapafyabsis and targeted thereapies are very
important for the subjects.

E. coli was purified using the QIAquick PCR kit Purificatisolated bacterial
constructs, which were subsequently purified aradyded. The recombinant protein PBP2a
in different concentrations was applied to a niéthdose membrane in the form of lines.
Furthermore was performed optimized blot-line mdthmr the detection of specific
antibodies against the recombinant antigen PBP2heirclasses IgG, IgA and IgM. Several
different concentrations of the conjugate Goat Antman IgG—AP, Goat Anti-human IgA—
AP or Goat anti-Human IgM—AP were used for the cigd@. The color intensity of each line
of the strip was evaluated with Immunoblot softwafée measured values were used to
determine diagnostic sensitivity, specificity aneell diagnostic match. Further testing of
precision was carried out under repeatability chowé (intra—assay) and reproducibility
(inter—assay). Precision of the method was expdesgeoefficient of variation.

As the most suitable for the manufacture of alg®e Wwas determined the
concentration of the antigen PBP2a from 0.30 mgin@).45 mg/ml and the concentration of
IgG conjugate from 1:1500 to 1:1800. For class #Athe most appropriate antigen was
determined concentration PBP2a from 0.40 mg/ml t&20mg/ml and conjugate
concentrations of IgA from 1:500 to 1:1000. ThefGomnt of variation under repeatability
conditions for the entire range of the IgG clas&Q99 %, and for IgA is 8.91 %. Variation
coefficient reproducibility conditions for the emgtirange of the IgG class is 9.23 % and for
IgA is 9.60 %. Precision of the method under caodg of repeatability and reproducibility
for classes IgG and IgA meets the criteria forrttenufacture of a diagnostic Kkit.

Titration results showed that particular batch @rds made of nitrocellulose
membrane coated with antigen PBP2a must alwaysehéed on the panel of reference
samples and the values of concentrations (for lamifigen and conjugate) should be set

according to the needs, but differently for thesslaf immunoglobulins IgG and IgA.

Keywords: Staphylococcus aureusMRSA, blots, PBP2a, 1gG, IgA, IgM, nitrocellulose

membrane, sensitivity, specificity, reproducibilitgpeatability.
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1 UvOD

Mezi nejvyznamijSi multirezistentni patogeny patzejména methicilin rezistentni
Staphylococcus aureuU®RSA). Je to problematicky kmen, jehoz vyskytretykd pouze
Ceské republiky, ale jednd se o cekdsevy problém ¥tSiny zdravotnickych zZézeni
poskytujicich akutni a naslednowpe lizkove i ambulantnéasti. Jeho vyskyt v invazivnich
infekcich je od roku 2000 sledovan celoevropskynst@yem EARSS (European
Antimicrobial Resistance Surveillance System). wkm penicilinu roku 1928 A.
Flemingem se postupnzatala vyvijet irezistence bakterii na antibiotikaafglokoky si
zataly vytvaet enzymp-laktamasu, ktery rozklada antibiotika penicilinatagly. Za&atkem
60. let 20. stoleti se &aly vyvijet polysyntetické peniciliny, které vynilgasvoji odolnosti
vaci pusobenip-laktamasy, prvni polysynteticky penicilin nesl aazmethicilin (v naSich
se na methicilin staly @p rezistentni a roz8ly se v nemocnicich po celémé&y. To vedlo ke
zvySeni vyskytu fipadi bakteriémie, pneumonie, infekci v chirurgickychnaah a dalSich
nozokomialnich infekci. Nozokomialni infekce tgobené MRSA jsou velmi zavazné,
protoze ohrozuji pacienta vysokou morbiditou a mdddu. Tyto infekce jsou také z&i pro
zdravotni péi, protoze pacienti vyZaduji delSi pobyt v nemotstic

U imunokompromitovanych jediicje velmi dilezita Wasna arychla diagnostika
MRSA a cilené terapie, protozeige dojit k rozvoji systémové infekce odpovidajiejrzéna
infekci krevnihorecisté, pneumonii nebo infekcim kosti a klaubPro cilenou detekci MRSA
u paciend v rutinnich klinickych laboratdch je poteba vyvinout metody, které budou
sphovat poZzadavky na jednoduché, rychliiegmé a citlivé metody. Klasické mikrobiologické
metody, které umaiji identifikaci lEhem 24-96 hod., nejsou pro tytdely priliS vhodné.
Opiraji se pedevSim o selektivni kultivaci na pevnych nebo kutgch médiich. Detekce
MRSA v laboratéi je komplikovana tim, Ze populace s nizkym nebdrémre nizkym
poétem bakterii rezistentnich k methicilinu (oxaciljnse mohou jevit jako citlivé k tomuto
antibiotiku. Ri vyhledavani MRSA, se proto dop@uje uZziti vice metod s@asré. DalSi
moznosti pro rychlou identifikaci MRSA jsou latexoaglutingni testy. V poslednich letech
se vyuziva PCR detekce genmecA ale vzhledem kceén acasové narénosti se
v laboratdich kéZzr¢ neprovadi, jejich limitaci je také nutnost pouziistych kolonii

stafylokok.
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2 CIL PRACE

Cilem pedkladané diplomové prace bylo:

* Potvrdit molekulovou hmotnost (SDS-PAGE) u rekonaloitmino antigenu PBP2a,
nasleds provést purifikaci, dialyzu a zjistit jeho vyslealnkoncentraci.

» Pxipravit finalni stripy pro metodu detekce blot-line

* Provést optimalizovanou metodu blot-line pro deitedqmecifickych protilatek proti
rekombinantnimu antigenu PBP2a na vybranych retaieh sérech.

» Stanovit diagnostickou citlivost, diagnostickou dfitu a celkovou diagnostickou
shodu, nasledn stanovit opakovatelnost (intra—assay) a reprodatednost (inter—
assay) pomaoci statistickych vyfio.

» Vyhodnotit vysledky proifdu imunoglobulifi I9gG, IgA, gipadreé IgM.

13



3 LITERARNI P REHLED

3.1 Charakteristika druhu Staphylococcus aureus

Kazdy ¢lovek je trvale osidlentuznymi druhy bakterii. Bakterie se vyskytuji zejména
v dutiré dstni, v tlustém gew, ale také na #&i, na nosni sliznici apod. Tyto bakterie za
normalnich okolnosti nevyvolavaji zZadné potize anemockni, ¢lovék je na jejich
piitomnost adaptovan.iPporuseni sliznice neboripvyrazném Utlumu imunity vS8ak mohou
i tyto bézné bakterie zjsobit zdravotni komplikace, proto je oZpgeme za podmime
patogenni. Mezi takovéto podmiingé patogenni bakterie ati stafylokoky, které se
u zdravych osob mohou vyskytovat zejména na ndgmic@ a na Kizi. U oslabenych jediric
mohou vyvolat hnisava loZiska vk nebo i v iznych hlubokych organech a tkanich. Mohou
zpasobit i sepsi (Krajska hygienicka stanice Moravééoského kraje, 2004).

3.1.1 Taxonomie

Stafylokoky pati mezi nejdéle studované bakterie. Francouzsksogowdec Luis
Pasteur a skotsky chirurg Alexander Ogston bylinpmikrobiologove, ktd si uwdomili
souvislost mezi kokovitymi bakteriemi a vznikem suni(Petras, 2004). Pasteur roku 1880
popsal malé sférické bakterie izolované z hnisuboalteého z kedi a vzorki ziskanych od
pacienti trpicich osteomyelitidou a oztibje za patogenni (Kloost al, 1991). Ogston o dva
roky pozdiji vroce 1882 poprvé pouzil slovdStaphylococcus(avSak pouze v popisném
smyslu) pro oznzeni skupiny kolt, které se sdruzuji do shliukiasto v podod hrozni
a zpisobuji zast a hnisani (Kloos a Bannerman, 1994). Prvni, kdwZzp tento termin
v taxonomickém smyslu a identifikoval prvni dri@taphylococcus aureudyl roku 1884
némecky bakteriolog Rosenbach (Petras, 1998). Taxakympati S. aureusdo fiSe
Eubacteria kmeneFirmicutes tsidy Bacilli, tadu Bacillales ¢eledi Staphylococcaceaeodu
StaphylococcusExistuji dva poddruhyS. aureus Staphylococcus aureusubsp. aureus
a Staphylococcus aureusubsp. Anaerobius (Obr. 1). Druhy jmenovany se ¢loveéka
nevyskytuje. Naproti tomuS. aureussubsp. aureus pati mezi nejvyznamgjsi lidské
patogeny. V roduStaphylococcusxistuje v sotasnosti 47 iznych druli, pricemz deset
z nich ma dva poddruhy a jeden ma poddrétlyyi (Euzéby, 2013).

14



Riad: Eubactaria

Ovddéleni:  Firmicutes
Tiida: Bacilli

Rad:  Bacillales
Celed: Staphyloceccas
Rod: Staphylococcus

Diale: Staphylococcus aurens

FPodduh:  Staphylococcus aurens subsp. aurens

Stephylococcus aurens subsp. anaerobicus

Obr. 1 Systematické zazeniS. aureuglle Garrity(Garrity, G. M., Bell, J. A. and Lilburn,
T. G, 2004).

3.1.2 RodStaphylococcus

Bakterie rodu Staphylococcuslze charakterizovat jako grampozitivni koky.
V mikroskopickém obrazu t¥0 buiky prevazr hroznovité shluky (zirectiny hrozen,
staphylé), ale mohou byt ug@olany i jednotli¥, v parech, tetradach nebo kratkyehizcich
po ¢tyfech. Stafylokoky jsou nepohyblivé a nesporuluji¢étSina druli je fakultativré
anaerobni, katalaza pozitivni a oxidaza negatiyadu citlivé k lysostafinu a furazolidinu,
a naopak rezistentni na bacitracin a lysozym. V§zoa vlastnosti rodstaphylococcuge
rast pi 10% koncentraci NaCl¢ehoz se vyuziva ip jeho izolaci. Fermentuje manitol
a glukozu (Euzéby, 2013).ekteré druhy rodustaphylococcupaki mezi pivodce zavaznych
infekénich onemoceni (nag. pneumonie nebo osteomyelitida) a alimentarnidbxikaci
clovéka. Jsou také jednou z hlavnichii¢gn pooperanich komplikaci. Vzhledem
k nozokomialnimu charakteruigastavuji stafylokokove infekce vazny epidemiol&gjic
problém getrvavajici v celosstovém neritku (Sedléek, 1999).
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3.1.3 Druh Staphylococcus aureus

S. aureusje mnohostranny lidsky patogen, kteryugpbuje infekce v rozsahu od
relativne mirnych zasta kaze a ndkkych tkani, az po Zivot ohroZujici sepse, nekrgici
pneumonie nebo syndrom toxického Soku (Muredyal, 2009). Jedn& se o grampozitivni,
nesporulujici, nepohyblivé &t&inou neopouzéné sférické koky o pméru asi 1 pum.
Rostou na &nych kultiva&nich pidach. Velmi doke snaseji zvysSeny obsah s@khoz se
vyuziva k gipraw selektivni fidy s obsahem 10% NaCBE. aureusse diky produkci

koagulazyadi do skupiny koagulaza pozitivnich stafylokqfiemersmaet al, 2004).

Obr. 2 Mikrofotografie koloniiS. aureugpaizena pomoci elektronového mikroskopu (Janice
Haney Carr, 2011).

3.2 Infekce a onemocEni zptisobené druhenS. aureus

S. aureuge typicky oportunni patogen. To znamena, Ze delgEtzistovat naii Ci
sliznicich¢loveéka i teplokrevnych zvat a za ufitych podminek, které nejsou doposud zcela
objasréné, mize naplno projevit s\ patogenni potencial. Literatura uvadi, Zbl¥n¢ jedna
tietina dosplé zdravé populace je baimakovymi nosii kmeni S. aureugPeacocket al,
2001). NejfrekventovaijSi mista na lidskéméle, kterd mohou byt kolonizovana timto
druhem, jsou znazogna na obr. 3, krothuvedenych mist na tomto obrazku byva tento druh

ojedirgle izolovan i z gastrointestinalniho traktu. NghejSi je pgiitomnost kmeti S. aureus

16



na nosni sliznici. No&i kmeni S. aureusna nosni sliznici jsou vystavenikrat vySSimu
riziku vzniku bakteriémie (Wertheimt al, 2004).

General Population S.aureus carriers

i« HOSE ML || HOSE
Se]l 1007

PHARYHX

PERINEUM 227 (A
VAGINAL 5% W L b 1+1 PERINEUM 604

)

Obr. 3 Kolonizace mist lidskéh@la druhemS. aureusdostupné z:
<https://www.medco-athletics.com/lectureseries/ntsal>

Priblizné u tretiny lidské populace Zij&. aureusve vztahu blizkém komensalismu.
Vyskytuje se na i nebo na sliznicich, jako séast mikroflory a nevyvolava Zzadné potize.
Pokud je oslabena imunita jedincecr@ se projevovat jako patogen. Pronikd do dkan
a vyvolava onemoemi, od snadno tételnych koznich hnisavych afekciigs zavazné zéty
vnittnich orgafi, az po smrtekh probihajici sepse. Ke vzniku stafylokokovych irdiek
predisponuji porafi, virové infekce, diabetes mellitus, malignityzné imunodeficity a cizi
télesa (na nichz se mohou vyznatmuplatiovat biofilmy), (Lauplandet al, 2003, Votava,
2003). Velky problém i Iécbé stafylokokovych onemoeéni piedstavuje rezistence této
bakterie k dnes &iné¢ pouZzivanym antibiotikm. Rezistence vznikla nasledkem evoluce
bakterialniho genomu {dledek mutaci genu na bakterialnim chromozomu)lekseho
tlaku prostedi (ziskanim genu od jiné bakterie, rezistentndaaou antimikrobialni latku),
(McKeegaret al., 2002).
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3.2.1 Pyogenni infekce

S. aureuszpisobuje pyogenni (hnisave) infekcézk, tzv. pyodermie, z nichZ jsou
negasgjsi impetigo, folikulitida (nap tzv. j&né zrno) a furunkly, také Apobuje mastitidu.
S. aureuge nefastjSim pivodcem hnisani ran ¢bnych povrchovych zrani, popalenin,
pooperé&nich ran). Toto hnisani vznika, pokud vé&amistane cizi deso (nap. tiiska,
netistota, stehy). Infikovanou ranou se bakterie motostat do krevniho ¢hu a zfsobit
abscesy vnihich orgafd, empyémy, endokarditidy, osteomyelitidy, artritidginusitidy,
bronchopneumonie a jiné. Tyto bakteriémie mohou a2sk sepsi, ktera iie byt smrtelna.
Vyskyt benignich koZnich infekci je velmiasty, zatimco postiZzeni vhifich orgahi a sepse
se projevuji jen u disponovanych jedin@/otava, 2003). U zvat miZze S. aureuszpasobit
pustularni zanicenitZe a ostatnich organze kterych je nejvyznanyj$i mastitida (Asperger
et al, 2002).

3.2.2 Infekce vyvolané fisobenim toxini

S. aureuge schopny vyvolat akutni infekci @pobenou toxiny, dojde k naruseni jak
homeostaze, tak lokalni i celkové imunity. Tytoekde jsou zprogtdkované Sirokou Skalou
exotoxin, které jsou zprogtdkované chromozomaimebo pes plasmid (Aspergest al.,
2002). Mezi infekce, které jsou spojovanéusgbenim toxifn, pati nagiklad exfoliativni
dermatitida (SSSS), #pobujici syndrom opané kze. Dale Rittaiv syndrom
u novorozend, pemphigus neonatorum, impetigo bullosa, syndrorického Soku (toxin
TSST-1), enterotoxikdza a jiné infekce (Votava, 200

3.2.3 Alimentarni intoxikace

Schopnost tviit stafylokokové enterotoxiny (SEs) ma asi 20 az 50
plasmakoagulaza pozitivnich kmie8. aureuszolovanych zloveka, které mohou zdginit
otravy potravinami, tzv. enterotoxikozy. Z dvacsipia SEs je nejastji zodpowdnych za
otravu z potravin § stafylokokovych enterotoxin(SEA — SEE). Zdrojem ndkazy mohou byt
lidé pracujici s potravinami majici bakterii v nbkanu anebo maji hnisavy zéinmekké
tkarg. Stafylokokova enterotoxik6za je akutni oneminZpravidla se objevuje 1-6 hodin
po poziti kontaminované potraviny. Charakteristigkyjeji prudky az dramaticky fioch.

Stafylokokové enterotoxik6zy ugobi na sliznici $eva, coz vede k prudkému zvraceni
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spojeného s fifmem, bez zvySeniglesné teploty, vé¢kych gipadech az s kolapsovym
stavem. Fiznaky onemoaimi vymizi obyejné za 24 az 48 hodin. Na vyvolani stafylokokové
enterotoxikdzy postaije 0,5 aZz Jug enterotoxinu A. Toto mnoZstvi je schopno napradak
mnoZstviS. aureus/tsi, nez je 105 KTJ/g. Na dosahnuti tohoto mnoZstyiodle ostatnich
vnitinich a vejSich podminek pogbnycas 10 az 20 hodin.fPnecharakteristickém fibéhu
onemocgni se vyuziva mikrobiologického vy$ehi inkriminované potraviny a zvratk
anebo vySéeni obsahu toxinu v krvi a stolici pacienta. Stalkglkové enterotoxiny jsou
termostabilni, a proto enterotoxikOzuibe zpisobit i potravina, ve které byly stafylokoky po

jich rozmnozeni tepelnou Gpravou devitalizovanyrftgo a Valik, 2004).

3.3 Patogenita

Proniknuti S. aureado organismu a jeho ighi v prostedi je umoz#no ¢etnymi

faktory virulence, které Ize ro#lit na povrchové a extracelularni:

* Povrchové faktory zjsobuji uvolgni cytokini, aktivaci komplementového systému,
shlukovani trombocyt avazbu $c fragmenty imunoglobulily ¢imz chréni
bakteridlni buku pred fagocytézou. Tyto faktory zahrnuji stafylokokovy
peptidoglykan, protein A a vazanou koagulazu, thwmping factor DaleZitou funkci

faktoni vazajicich se na kolagen, elagtitibronektin je adheze na thkave povrchy.

» Extracelularni faktory virulence zahrnuji enzymytoainy. K enzynim pati
koagulaza, hyaluroniddza, katalaza (volna), lipazygukleazy, fibrinolyzin
a penicilinaza. Jejichéinkem je rozruSovani bgtnych struktur, tim dochazi kigni
stafylokoki tkarémi. Penicilindza inaktivuje B-laktamova antibiotika a volna

koagulaza indukujerpmenu fibrinogenu na nerozpustny fibrin (Chetial, 1989).

Patogenita &Siny kmerii S. aureuspa@iva ve schopnosti t¥i fadu extracelularnich
proteini, jenZ negativé ovliviuje piibéh onemocani. Mezi tyto proteiny pét nag. toxin
syndromu toxického Soku (TSST-1), enterotoxiny typaz U, exfoliativni toxiny typu A az
D, Pantofiv-Valentiniv leukocidin (PVL), cytolytické toxinyi-hemolyzin 3-hemolyzin, aj.
(McCormick et al, 2001). Enterotoxiny a toxin syndromu toxickéhdk&dTSST-1) jsou

superantigeny, Zisobujici nadrérnou imunitni reakci. Nespecificky se vazi na MH@igen
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II. t¥idy, na povrchovy histokompatibilni komplex bilyktvinek (Choiet al, 1989). Aktivuji
5-30 % T-lymfocyt, atim zafcini jejich nespecifickou proliferaci. Vysledkem je
nadprodukce cytokin zpisobujicich stav Soku. Exfoliativni toxinyagobi proteolyticky na
desmozomalni glykoprotein Desmoglein 1 (Amaghial, 2000). Gisledkem je odloteni
keratinocyti v granularni vrst% pokozky. Cytolyziny poskozuji bétné membrany a jsou
zodpowdné za tkaova poSkozeni v fibéhu infekce. Ochranuipd pisobenim neutrofil

a makrofag poskytuje stafylokokm Pantodv-Valentiniv leukocidin, (Genestieet al,
2005).

3.4 GenomStaphylococcus aureus

GenomS. aureustvori kruznicova dvotettzcova DNA, jejiz velikost se pohybuje
okolo 2800 Mb a obsahujefiplizné 2700 protein-kddujicich sekvend. aureusobvykle
nese navic jeden nebo vice extrachromozomalniamgpd, tyto mobilni genetické elementy
nemusi mit stejné procentualni zastoupeni bazi gskatni Useky DNA. ¥Sina kodujicich
sekvenci vykazuje vysokou homologii s geny kodajicznamé funkce u jinych bakterii.
Funkce, které tyto geny kéduji, zahrnuji zakladwicpsy v biice (metabolismus hiky, rast,
replikace, interakce s hostitelem a dalSi funkeeeziti buiky), (Holden a Lindsay, 2008).
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Obr 4. Znazorrni genomuS. aureusKazdy kruh znazawje genomicka data, ktera
jsou vytislena smrem do stedu. VrEjSi kruh vyjaduje uspgadani pak bazi v genomu.
Druhy, teti actvrty kruh znazatuje S. aureusCOL. DalSi kruhy znazduji ostatni kmenys.
aureus graficky znazor#ény jsou jencasti odliSné od genonts. aureusCOL. Paty kruh
(kmen Mu50), Sesty (kmen N315) a sedmy (kmen MW@ et al, 2004).

Celkovy genom je tv@n konzervativnimi (jAdrovymi) genygtigavnymi elementy
a pravideld se vyskytujicimi variabilnimi geny, tzvcgre variablé (CV) geny. Jadrové
geny dosahuji 98-100% identity rfé&p kmeny. Jejich funkce je spojena s centralnim
metabolismem a zakladnimi funkceminlky. CV je skupina 723 gdéin pomoci kterych Ize
kmeny dlit do nekolika vyvojovych linii (Feilet al, 2003). Riblizné 75 % genomis. aureus
tvoii jeho stabilni sloZzku sestavajicich se zigdweré jsou itomny ve vSech kmenech. Tyto
geny jsou nepostradatelné pistra geziti buiky. Vyskytuji se zde vSak i geny s funkcemi
charakteristickymi pro dany druh, které odpovidagi patogenitu jednotlivych kménjako
jsou geny virulence, proteiny vazici se na d@my povrch, toxiny, exoenzymy a geny pro
biosyntézu kapsul. Tatariplavnéa sloZzka zaujima az 25 % genomu.iTjianobilni genetické
elementy, tj. integrované plazmidy, transpozonyegnované profagy, ostrovy patogenity
a stafylokokové chromozomové kazety (Lindsay a Eojd004, Gillet al., 2004). Plazmidy
o velikosti 1-60 kbp jsou Kklasifikovany daityi tfid a patnacti dosud znamych
inkompatibilnich skupin. Mobilni elementy genomuwysza&lenény v chromozomu nebo

v plazmidech (Mlynarczylet al, 1998).

Geneticka diverzita ve stabilndasti genomusS. aureus miZe také pispivat
k dulezitym fenotypovym rozdilm mezi kmeny. Velkou roli zde hraje jednonukleotyo
polymorfismus, kdy dochazi k nesynonymni mutacisiglkem nesynonymnich substituci je
zmeéna v kodované aminokysein Genetickou diverzitu v zakladnim genomu moholg tak

zpasobovat ¥tSi polymorfni Useky tvidci mozaikovou strukturu, kdy se &eni DNA do
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mist, vykazujici sekvemi homologii Tato mozaikova struktura vznikacitsu formou

vymeny genetické informacetfiphomologni rekombinaci (Lindsay a Holden, 2006).

3.4.1 Genetické faktory rezistence pr&taphylococcus aureus

Pred vice nez padesati lety ved| objev antibiotilekaluci v |&bé bakterialnich infekci.
Vzapti se diky nadrnému pouzivaniéthto antimikrobialnich latek u mnoha bakterii
vyvinuly rezistentni kmeny. Vyznamny problém v dme&lok® tvori kmeny S. aureus

rezistentni k methicilinu, které maji hlavni podd Sfeni nemocrinich infekci.

Faktory rezistence k antibiofikn a jinym baktericidnim latkhm se u stafylokiok
vyskytuji na mobilnich genetickych elementech jagenomové ostrovy patogenity,
integrované plazmidy, transpozény aj. Reorganitzadaerialniho genomu apobenadmito
elementy umoiuje vznik a Sieni novych rezistentnich variant (bal., 2003).

3.5 Citlivost a rezistenceStaphylococcus aureuk antimikrobidlnim latkam

Mikroorganismy maji vedle svéfiippzené odolnosti k gitym antimikrobidlnim
latkam také ziskanou (sekundarni) rezistenci, kieréka pisobenim antibiotika na danou
bakterialni populaci. Rezistence k antibidtik je schopnost bakterialni populacéezit
acinek inhibini koncentrace daného antibiotika. Vznik i@8i rezistence tuje pritomnost
gemi rezistence v populaci bakterii arozsah #&gmt antibiotik. Zejména Skodlivé jsou
dlouhodols podavané nizké davky antibiotik, které vyselektejativre velkou rezistentni
bakterialni populaci a ta ime slouzit jako zasobarna gepro rezistenci. Geny rezistence
ziskavaji bakterieiipdavanim svych gémebo od jinych bakterialnich békv ekosystému,

mimo to rezistentni geny vznikaji i mutacemi (Urkaé&, 2001).

Odolnost mikroorganistn k antimikrobialnim latkam je velkym celagovym
problémem, zejména pak u nosokomialnich patbgewezi které pdt i S. aureusNartstajici
vyskyt multirezistentnich kménS. aurea zejména pak methicilin — rezistentni (MRSA)
zpisobuje zavazny problémiiplécbé stafylokokovych infekci (Duranet al, 2012).
Antibioticka rezistence zvySuje vice nez dvojnasobmorbiditu, podstath prodluzuje

hospitalizaci a zjisobuje vyznamny vzestup nakiada zdravotni p@. Naklady na prevenci
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multirezistentnich infekci fitom predstavuji az 20 % vSech néklaghotebnych k pé&
o nemocné s klinicky manifestni infekci (Bergeretval, 2006).

3.6 Methicilin rezistentni Staphylococcus aureudMRSA)

S. aureuge vyznamnym patogenem, ktery kiv@jSi dok® vyvolaval gevazrt infekce
ziskané v nemocnicich, ale v gaané dob je izolovan i z infekci ziskanych ve spi&dastvi
lidi. Zpusobuje invazivni infekce, které bylyfqnl vynalezenim antibiotik velméasto
smrtelné, az s objevenim penicilinu roku 1928 Aenfihgem se zlepSila progndza padient
s €Zkymi infekcemi. Po é&kolika letech se zjistilo, Ze dba stafylokokovych infekci
nereaguje na podani penicilifd. aureusse stal na penicilin rezistentni¢ahprodukovag-
laktamasy, které jej hydrolyzuji. Proto byl vyvinatethicilin (v naSich podminkach je
a vyuziva se pro &bu infekci vyvolanych stafylokoky produkujici tereazym. Methicilin se
poprvé zaal pouzivat vroce 1959. Pouhé dva roky poté jity byolovany kmeny (u
hospitalizovanych pacieintve Velké Britanii) rezistentni k tomuto antibiatik Situace se
zatala opakovat adgkteré kmenyS. aureuse na methicilin staly @prezistentni (tyto kmeny
se oznauji jako MRSA) a rozgily se v nemocnicich po celéem&wy. To vedlo ke zvySeni
vyskytu pipadi bakteriémie, pneumonie, infekci v chirurgickychnaeh a dalSich
nozokomiélnich infekci. Nozokomialni infekce (mopbené MRSA jsou velmi zévazné,
protoZe ohrozuji pacienta vysokou morbiditou a mdddu. Tyto infekce jsou také z&i pro
zdravotni péi, protoZze pacienti vyZaduji delSi pobyt v nemoisficS. aureusje druhym
neiastjSim pivodcem infekci krevnihdecist¢ a v roce 2001 bylo prokadzano, Zze kmeny
MRSA se podileji na¢thto infekcich z 57 % (Jevons, 1961; Urbaskova,8200nduo,
2007).

Piavodre se pgedpokladalo, Ze se kmeny bakterii methicilin rezigtihoS. aureus
vyskytuji jen jako nozokomialni infekce v nemasmich zdizenich, ale postuperfasu se
ukazalo, Ze se vyskytuji i v komunitach (BenesS,D0®rvni MRSA infekce v komunitach
byla popsana v roce 1980 a je camana jako CA-MRSA (z anglického nazvu Comunity-
Acquired Methicilin RezistantStaphylococcus aureus Do roku 1980 byli vSechny
dokumentovanéifpady infekce pouze v nemo¢nich zdizenich a oznalji jako HA-MRSA

(z anglického nazvu Hospital-Acquired Methicilin Zs&ant Staphylococcus aureus
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V Ceské republice se methicilin nahrazuje oxacilinen, se pouziva i k pkazu rezistence.
Prvni gipad MRSA infekce byl zaznamenéan vroce 1992, vkulas nemocnici Brno
(Hodova a Lipovy, 2010).

 HA-MRSA jsou kmeny, k jejichZ ignosu dochazitppobytu nebo osS&tni ve
zdravotnickém zazeni. Na jejim vzniku nebo kolonizaci se poditida
rizikovych faktof, nag. vk, zavaZzna chronickd onemdaaon, invazivni
zakroky, opakované hospitalizace. Pro tyto nentminkmeny je typicka

multirezistence.

* CA-MRSA jsou kmeny, u nichZz neni prokazana sousisk® pobytem nebo
oSetenim ve zdravotnickém #aeni. Infekce CA-MRSA jsou vyvolané
kmeny jinych vlastnosti, neZz maji HA-MRSA. Komunitkmeny vykazuji
rezistenci pouze n@-laktamova antibiotika. Rizikové faktory pro vzn@kA-
MRSA jsou mladSi &, tymoveé sporty, pobyt veé¢zeni. Vyznamnym mistem
Sikeni jsou domovy pro seniory, ¢Ebny dlouhodo® nemocnych a Ustavy
sociélni pée (Metodicky navrh MA'R, 2010; Rampachova, 2010).

Vyskyt kmeni S. aureusrezistentnich k methicilinu je v oblasti humannéditiny
celosetové sledovan progednictvim narodnich monitorovacich pracaévigZz fadu let.
Monitoring meziclenskymi staty EU probih&a praéstinictvim nezavislého projektu EARS-
Net (European Antimicrobial Resistance SurveillaNetwork), dive EARSS, ke kterému se
Ceska republika ifipojila v roce 2000 (Urbaskova, 2008). V terapiifekci vyvolanych
stafylokoky rezistentnimi k methicilinu (oxaciline pouzivaji glykopeptidova antibiotika
(vankomycin ateikoplanin). Tato praxe vede kistajicimu potu kmerni stafylokoki
rezistentnich i proti émto antibiotikim, coz ma zavaznéudledky (Drozenova a Petras,
2000).

3.6.1 Mechanismus antibiotické rezistence MRSA

Rezistence methicilin rezistentnil® aureuge dana produkci alterovaného enzymu
transpeptidazy, ktery se nazyva penicilin bindimgt@in 2a (PBP2a, taktéZz ozea jako
PB2). Tento protein ma mnohonasébmizsi afinitu k @tSiné antibiotik, hlavé f-

laktamovych (Mdar et al, 2006). Normalni penicilin vazajici protein (PBJ®) schopen
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ur¢ité modifikace, a tim dochazi ke #n¢ na ziskany penicilin vazajici protein (PBP2a). Na
cytoplasmatické membrars. aurease vyskytujictyti PBP, které se v bétiné s&né bakterii
podili na zesbvani peptidoglykanu. Tyto PBPs maji vysokou afink B-laktamovym
antibiotikim a jejich aktivita je podobna jako u serinovycltpaz. Pokud dojde k navazani
proteinu na penicilin, tak dochazi k inhibici PBPburg¢né séng, a to zfisobi smrt bakterii.
PBP2a je unikatni protein, jehoZz molekulova hmatrjesxiblizn¢ 76 kDa a produkuji ho
pouze methicilin rezistentni stafylokoky. Na rozalil PBP ma nizkou afinitu ficlaktamovym
antibiotikim, atim dokaze iza casti B-laktami nahradit biosyntetickou funkci PBPs
a znemozni tak bikdm lyzovat. Protein PB2a je klinicky rezistent ¥Semp-laktantim,
véetnd  penicilind, cefalosporif, karbapenefy monobaktaim a kombinacim f-
laktamovychp-laktamasovych inhibitdr (Yinduo, 2007).

3.6.2 Genetika rezistence MRSA

Rezistence k methicilinu je determinovaredou fakto#i, z nichZz nejdlezitejSi je
produkt genumecA(nachazejici se na stafylokokové chromozomoveétkég€dmneq a jeho
regul&ni geny. GenMecA koduje enzym PBP2a (jinak ozimwany také PBP2'), coz je
analog transpeptidazy PBP, kterA ma pro normaliikibunezastupitelnou udlohuripstavie
bunééné skény, astni se tvorby ikZovych vazeb mezietzci peptidoglykenu, atim
prispivaji ke vzniku bu&né sEny (spojuje nascentni peptidoglykanovietzce).
Rozpoznavanou strukturou je D-alanyl-D-alanin, ¢g@Zzarové cilové misto psobenif3-
laktamovych antibiotik. Pozémény protein PBP2a ma nizkou afinitudKaktamim (wetns
methicilinu), nepodléh& jejich inhibici, a protouse katalyzovat fislusné enzymatickée
reakce i v pitomnosti tohoto antibiotika. Mechanismus antiliké rezistence je takovy, Ze
protein PBP2a viftomnosti inhibéni koncentracgs-laktami (jejich piitomnost je nezbytna
pro aktivaci, resp. inaktivacif{glusnych reguknich ger) prejima funkci normalniho
penicilin vazajici protein (PBP), jehoZz produkcaktivuje. Jedna se o jakysi druh kooperace
mezi PBP2a adin¢ se vyskytujiciho PBPs, kdy se protein PBP2a choyéitomnosti
methicilinu jako slaba transpeptidaza, ktera jeopcla formovat jen muropeptidové dimery,
takZe inaktivace &Zné PBPs ma za nasledek snizeni (¥aezistence. Krokh genumecA
jsou sowgasti genového komplexmeci dva jeho regulatory +mecl amecR1 Dale vznik
rezistence ovliiuje genfemA nachazejici se na chromozomu (Berger-Bathal, 1989;
Hakenbeck a Coyette, 1998; Katayaetal, 2000; Pinheet al, 1997; Pinheet al, 2001).
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Obr. 5 Distribuce slozek genomu u kmene MRSA252 (Lindsiagl., 2006).

3.6.2.1. Stafylokokova chromozomova kazeta SCCmec

SCQnec (z anglického nazvu Staphylococcal Chromosome ddt&ss
Methicilin-Resistance Island) je fragment DNA dlgu1-67 kb, ktery je zdenén do
bakterialniho chromozomu pobliz mistacatiku replikace, ostrovy rezistence jsou vzdy
vloZeny do jednoho mista na chromozoratiBESCQ v otewenémctecim ramciorfX, zhruba
25 kb od zaatku replikace. Pro integraci S@@cdo genomu bakteri8. aureuge toto misto
velmi vyhodné, ato z tohotdodu, Ze se nachazi na chromozomu 2-4 krat. Rergai
SCQmecdo genomu vznika methicilin-rezistentni kmen (MR®#&olny \aci témei vsemp-
laktamovym antibiotikm Tyto kazety jsou charakteristické terminalnimivartovanymi
repetiticemi, dale genovymi komplexgecaccr a obklopujicimi regiony DNA (Hiramatsu,
2001; Itoet al, 1999).

SCQmecse sklada ze dvou zékladnich genovych komipl@&tvni z nichmec
komplex, je zodpasdny za rezistenci k methicilinu. Podle jeho struktje klasifikovan do
péti trid, Obr. 6 (Katayamat al, 2001; Limet al., 2003).

» Ttida A obsahuje inzéni sekvenci 1IS431, gamecA mecR1 a mecl

» Trida B se sklada z 1S431, gemecA ¢asti genunecR1a inze&ni sekvence 1S1272.
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e Tiida C ma obdobnou strukturu jakéda B, ale misto IS1272 obsahuje 1S431.
» Tiida D je tvdena I1S431, genemecAacasti genunecR1

» Tiida E se shoduje #dou E, ale deletovangst genumecRlje tSi.

e [l e R (571

Obr. 6 Tridy mecgenového komplexu vyskytujici se u stafylokok
Vyznatené Sipky ukazuji sén transkripce (Hanssen a Ericson Sollid,
2006).

Druhou zakladni slozkou S@@c je ccr komplex kodujici specifické
rekombindzyCcrA, CcrB aCcrC. Tyto polypeptidy uduji stafylokokové kazet mobilitu.
Ccr komplex se vyskytuje v&i raznych typech, které byly pojmenovangrAB1, ccrAB2
ccrAB3 ccrAB4 accrC (lto et al, 2001, 2004; Oliveiret al, 2001). Zbytek SCRec
oznaujeme jakoJ oblasti {unkyard. Tyto ¢asti kazety nejsou pro bakteridlnitu nijak
vyznamné. Jejich sdésti vS8ak mohou byt integrované genyélufici buice rezistenci
k t¢Zkym kowim nebo antibiotikm, které nepat do B-laktamové skupiny (Itet al, 2003).
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3.6.3 Noststvi MRSA

MRSA je patogen, ktery je schopen nakazy jak exoten(infelkéni agens zaneseno do
organismu z v&Siho prostedi — jiny pacient, zdravy nd@sizdravy personal, nawdia), tak
i endogenniho jvodu (agens je vlastni kmen nemocného, ktery jelankzovaného mista
zavlggen do jiného systému). Cestodeposu niZze byt gimy nebo nefimy kontakt
s infilkovanou osoboui zdravym nosiem MRSA, kontaminovanymi rukavicemi, rukama
personalu, progednictvim vySabvacich pomcek (nap. fonendoskopy)éi vzduchem
v kontaminovaném pragtdi. NefasgjSim hostitelem se poté stava pacient s oslabenou
imunitou, jehoz firozené obranné mechanismy byly naruSeny. U takto
imunokompromitovanych jeditic je velmi dilezitd Wasna arychla diagnostika a cilena
terapie, protoZze fite dojit k rozvoji systéemové infekce odpovidaji@jmzéna infekci

krevnihoiecisté, pneumonii nebo infekcim kosti a klaub

Jako nosi MRSA je ozn&ovana osoba bez klinickych znamek infekce.chs§ji je
nost osidlen MRSA na nosni sliznici,iki perinea, iisel, axil a hyzdi, meéncasto ve
faryngu. Pokud jsou s¢asré odebrany vzorky z nosu, krku a perinea, lze prakaz 98,3 %
nosti. Noskstvi predstavuje zakladni apob Sfeni MRSA, ale u zdravych osob nemusi
nutre znamenat fcinu Sieni infekce. Riziko fenosu se zvySujefipakutnim respirénim
infektu. Noséstvi MRSA mize trvat tydny, résice az roky, fiize byt i intermitentni, a proto
obtiZzre mikrobiologicky prokazatelné. Rizikovymi faktoryrg vznik noséstvi MRSA jsou
delSi pobyt v nemocnici, zvl&ha JIP, invazivni vykony, &a antibiotiky, diabetes mellitus,
hemodialyza a kozni choroby. V komunitnim spektniekci MRSA vyrazg prevaZzuji
solitarni kozni infekce s infekcemidkkych tkani (Bergerové&t al, 2006; Jindrak, 1998;
Sramovéet al,, 2001; Pourovét al, 2007; Vesely, 2015).

Methicilin rezistentni S. aureusse v utitém wku objevuje skoro u vSechéti
a [iblizné u ctyriceti procent dosflych. Na rekterych oddlenich se mZeme setkat az
s dvaceti pti procenty pacierit kolonizovanych infekci zjsobenou MRSA (Mdiar et al,
2006). U vysoce rizikovych pacignt polymorbidnich, imunosuprimovanych apod.
povazujeme no&stvi MRSA po prodlané manifestni infekci za dozivotni (Krupkogéal,
2008). Vzhledem Kk Siroké antibiotické rezistenci dah MRSA a spektru pacieit
postihovanych MRSA infekcemi je vyskyt MRSA ve advtnickych z#izenich sledovan

28



a podléha zvlastnimu rezimuéélem gchto opateni je zabranit dal$imuighi kmeri MRSA
v ramci prostedi zdravotnickych Z&eni (Vesely, 2015).

3.6.4 Epidemiologie MRSA

Vyskyt MRSA celos¥tové narista v nemocinim i komunitnim prosgedi, dje se tak
piedevsim v zavislosti na rozdilech regiokalmplahovanych @i protiepidemickych
opatenich a antibiotické politice. Jako silné selektddRSA se uvadi piedevsim
cefalosporiny vSech generaci, chinolony a makrolithdy antibiotika, jejichz uziti je
v empirické terapii velmi &né. V Evrog je vyskyt MRSA od roku 2000 systematicky
sledovan celoevropskym systémem EARSS (Europeaminbbial Resistance Surveillance
System) a mezi jednotlivymi zemmi existuji vyrazné rozdily. Nejnizsi frekvence MRS
mezi izolovanymi kmens. aureapripada na Dansko, Svédsko, Island a Nizozemsko (pod
5 %). V Ceské republice vzrostla prevalence invazivnichkicifepisobenych MRSA z 3,8 %

v roce 2000 na 14,3 % v roce 2005. Mnohem z&yjaére skuténost, Ze tyto infekce byly

v roce 2005 potvrzeny jiz v 51 z 8%skych nemocnic, sledovanych systémem EARSS.
Situace WCeské republice odpovida vyskytu MRSA v Rakousku Gadb 15 % izolovanych
kmeni S. aured. Spastisko, Portugalsko, Italie Recko spolu s Velkou Britanii a Irskem pak
piedstavuji oblasti s vySSi frekvenci vyskytu MRSA-Z5%). Celko¥ Ize konstatovat, Ze se

v fack zemi EU situace dmem poslednich let stabilizovala nebo zlepSila ¢Beyvaet al,
2006; Vesely, 2015).

3.6.5 L&ba MRSA

U nekomplikované infekce charakteru furunkiu abscesu &n¢ post&uje incize
a drendz s odstranim nekrotické tka® pokud je pitomna. Celkova antibioticka dba je
nutnd, kdyz jsouiftomny znamky komplikaciéthto proces. Mezi indikatory hospitalizace
jako nutného postupu gazejména horka, lymfangoitida, resp. flegmona nebo celulitida,
rychla progrese lokalniho nalezu, zavazné komaspidhunosuprese, nemoznost chirurgicky
zcela sanovat lozisko, selhani chirurgickébié ve smyslu recidivy nalezu po zakroku
a prisludnost ke krajnim &kovym skupinam. V fipact komplikaci a systémovych infekci
nelze pouzit &na antibiotika. NejvhodijSimi antibiotiky k I&€b& ambulantg zviadatelnych

infekci MRSA jsou sulfonamidy, zastoupené alésp@mbulantni praxi vyhradrkombinaci
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trimethoprimu se sulfamethoxazolem (cotrimoxaz™ankomycin, daptomycin, ceftarolin,
tigecyklin a linezolid jsou antibiotika, ktera jsaulécbé MRSA &inna, ale jejichz uZiti je
v ambulantni praxi sikh omezeno zvicedenych divodi, od nutnosti parenteralniho
podavani, fes toxicitu s nutnosti laboratorniho  monitoringu ¢bg  az
k farmakoekonomickym dopéd, jako je Uhrada poji®vnou vazana na hospitalizaci.
DalSim girastkem do terapeutického arzenalu proti MRSA se/ stamisyntetické derivaty
vankomycinu: dalbavancin a telavancin, schvalekgétnu acervnu 2014 americkym FDA
(Food and Drug Administration) kdb¢ stafylokokovych infekci #etré MRSA ve
specifickych indikacich, dalbavancin kKk& bakterialnich infekci ie a podkoZzi, telavancin
k uziti pfi nozokomialnich, zejména ventilatorovych pneunwniizpisobenych MRSA
(Vesely, 2015).

3.7 Sokasné metody detekce MRSA

Pro cilené kontroly fjjatych pacieni, personalu a prasdi byla pateba vyvinout
metody pro rychlou identifikaci MRSA kmén Klasické mikrobiologické metody, které
umoziuji identifikaci kEhem 24-96 hod., nejsou pro tyt@ely piiliS vhodné. Opiraji se
piedevsim o selektivni kultivaci na pevnych nebokutgch médiich. V satasnosti existuje
cela fada vyhledavacich metod, které jsottSinou zaloZzené na multiplexu PCR, kdy se
detekuje gemmecA Jejich limitaci je vSak nutnost pouzdistych kolonii stafylokol, déle
Vvysok& cena &asova narénost, proto se v laboraich bzné neprovadi (Datt&t al, 2011;
Sakoulaset al, 2001; Warreret al, 2004).

3.7.1 Detekce methicilin rezistentnich kmeih pomoci fenotypovych metod

Pro detekci MRSA v rutinnich klinickych laboraich jsou poZzadavky na jednoduché,
rychlé, gesné a citlivé metody, ale detekce MRSA v labdrg® komplikovana tim, Ze
populace s nizkym nebo extré&gmmizkym pd@tem bakterii rezistentnich k oxacilinu se mohou
jevit jako citlivé k tomuto antibiotiku. Tyto popate se ozraji jako heterorezistentni
k oxacilinu. Ri vyhledavani MRSA se proto dop@uje uziti vice metod s@asre. Existuje
fada laboratornich metod detekce zaloZzené na feoojgh projevech, které se daji poudit p
identifikaci MRSA, tyto metody jsou uvedeny v Tak. Mezi tradéni metody pdai
oxacilinovy diskovy test nebo diskové metody s g@fioem, dilwni metody s oxacilinem
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a testy, které kombinuji principy diskové difuzndibucni metody, tzv. E — testy. Pro tyto
testy se pouziva Mdueller-Hintén agar (MH agar) sifdavkem 2% NaCl pro zlepSeni
detekce nebo BSAC Columbia agar. Pro screeningnkakzolovanych na rutinnich meédiich
a pro potvrzeni suspektni rezistence je dofmrana kultivace na MH agaru obsahujici 4%
NaCl a 6 mg/l oxacilinu. Jako vysoce spolehliva adet se ukdzala metoda s cefoxitinem,
kterou se pod#do detekovat MRSA kmeny, které bylyigpouZiti rutinnich metod negativni.
Tato metoda je dopotovana EARSS manualem ataké National Comitee fanidal
Laboratory Standards iidge NCCLS dnes CLSI), pro zvySeni spolehlivosterptetace je
dobré ji kombinovat s ostatnimi fenotypovymi metmila DalSi moZnosti pro rychlou
identifikaci MRSA jsou latexové aglutitiai testy (Brownet al, 2005; UrbaSkovét al,
2003; 2004).

Tab. 1 Detekce MRSA pomoci fenotypovych metod (UrbaSketval, 2003).

s 6 mg/ | oxacilinu
Vyhledavaci metoda
s 2 mg/ | oxacilinu

) 3 . i ro vySeteni citlivosti k oxacilinu
Diskova — difuzni P y

metoda .
s cefoxitinem pro pitkaz MRSA

Dilu¢ni mikrometoda pro vysini citlivosti k oxacilinu

E — test (Gradientova

difuzni metodj pro vySeteni citlivosti k oxacilinu

Prikaz PBP2a latexovou aglutinaci

3.7.2 Detekce methicilin rezistentnich kmein pomoci molekularné genet. metod

Molekularré genetické metody jsou stahijgi oproti fenotypovym metodam a maiji tu
vyhodu, Ze jsou nezavislé na expresitgeryto metody jsou zaloZené na detekmcAgenu
a umoauji pomerné jednoznanou identifikaci methicilin — rezistentnich kmes. aureus
Prvni hybridiz&ni metody k detekci pouzivaly radioaktévanaené DNA sondy nebo sondy

znatené digoxigeninem (Archer a Pennell, 1990). Véasnosti jsou pouzivany PCR metody
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jako standardni metody refetegmmi laboratdemi. Izolaty S. aureuss hranéni rezistenci
mohou podle studii vykazovat diskrepance. éshto pgipadech, kdy neni rezistence
zprostedkovananecAgenem, jsou vysledky molekularnich metod negatiStejny problém
muze g@edstavovat kmen vyskytujici se pouze &itér lokalité, ktery neobsahuje cilovou
sekvenci. Naopak mohou byt detekovany i citlivée kgnas nefunknim genemmecAnebo

s genem, ktery neni exprimovan (Brovet al, 2005; Stpan et al, 2004). Hlavnim
problémem klasickych PCR metod pro detekci MRSAozahych na detekci genmecA
a gerti specifickych proS. aureus(nag. nuc afem je nizka citlivost ufimé analyzy
klinického materidlu. Btomné koaguldaza negativni stafylokoky, které obgalgen
strukturdlé identicky nebo velmi podobny s genemecA u MRSA, mohou zfisobovat
faleSt pozitivni vysledky. Tyto metody proto stale vyZzadipocateni kultivacni

a identifikani kroky, coz prodluzuje celkovou dobu vy&eti. Cilem B vyvoji novych
metod bylo tedy zvysit citlivost a zaraveo nejvice zkratit dobu analyzy. Z&elem zrychlit
diagnostiku se pouziva metoda real-time PCR (porhgbridizace s fluorogenni sondou).
Tento test je ozri@n jako IDI-MRSA assay (Infectio Diagnostic Incai®e-Foy, Québec,
Canada) aimdstavuje komené dostupny a spolehlivy test profimou detekci MRSA
z nosnich vyra. Senzitivita i specifita testu dosahuji vice ne@ % ve srovnani
s kultivainimi metodami vyuzivajici selektivni média. Vyslgdkou dostupné do 1,5 hod
(Warrenet al, 2004, Brownet al, 2005). K dalSimu deni MRSA pomoci molekulaén

genetickych metod jsou v sgasnosti vyuzivany tyto dalSi metody detekce:

* Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) = pulsio\geelektroforéza

PFGE je jedna z nejtygjSich metod uzivanych pro typizack. aureus
Chromozomalni DNA je rozloZena restikm enzymentmad a vzniklé fragmenty DNA
jsou separovany agarozovou gelovou elektroforézalektrickém poli se #idavym
napitim. Ziskané profily jsou analyzovany pomoci specialniho softwaru, fnap
GelCompar Il. PFGE je le¥si nez MLST, ale jeji nevyhoda spea ve znané
variabilit¢ vysledki v raiznych laborattich.

» Multilocus sequence typing (MLST) = sekvenovani

MLST se ukazalo jako vyborna metoda pro studiumekgBrni evoluces. aureus
(Deurenberg a Stobberingh, 2008). Tato metoda |@Zeaa na sekvenovani zhruba 500
kb dlouhych fragmeirit sedmireferegnich genmi. Kazdé sekvenci kazdého refeteino
genu odpovida jina alela. Tyto alely sedmigeefinuji druhovou liniiS. aureus avori
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alelovy profil nazyvany sequence type (ST). Kmesouj podle podobnosti Shzeny do
tzv. klonélnich komplek (CC).

MLST a PFGE mohou pomociipur¢ovani kmea, které jsou blizceifbuzné, ale ne
vSechny kmeny jsou zjistitelnénmito metodami. Naifiklad typicky LA-MRSA kmen,
ktery nélezi k typu 398, odolava rozlozeni enzymemad v tradicni PFGE a vysledky

nejsou pouzitelné.

e Spatyping

Je dalSi dlezitou metodou pro genotypizaci, ktera unige identifikovat kmeny
nerozliSitelné PFGE nebo MLST (van Lat al., 2007). Tato metoda detekuje variace
v sekvenci polymorfniho regionu X na stafylokokovémoteinu A épg. Rozmanitost
v genu spg ktery se skladatpvazri z kratkych opakujicich se Udeke pipisovana
bodovym mutacimataké delecim a duplikacim opakujicich se tdseRrotoze se
sekvenuje pouze jediny lokus $patyping ve srovnani s MLST le¥j$i, mér pracna
amér caso¥ narana. DalSi vyhodou je dostupnost softwarového baBkaphType,
ktery se pouziva kvyhodnocovani vyslédlsekvenovani v lokalnich i referarich

laboratdiich po celém sit¢ (Deurenberg a Stobberingh, 2008).

* DNA microarrays

Tato metoda, zaloZzena na principu hybridizace, ipdbilma membrannebo skle#éné
desttce, na které jsou mikrodavkayeam naneseny jednotlivé oligonukleotidy (DNA
sondy). Po fevrstveni testovanym vzorkem dojdefipact pozitivni reakce k navazani
cilové DNA na DNA sondu. Tato cilova DNA je ozeaa fluoroforem, ktery vifpack
navazani na DNA emituje &lo, jenZ se projevi fluorescenci. Dle mnoZstvi amané
cilové DNA se projevi iintenzita fluoresagnho signalu. Vyhodou této metody je
moznost kvantitativniho i kvalitativniho stanoveaisledovani az stovek specifickych
Useki DNA v jedné reakci (McMeekin, 2003).
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3.8 Imunologické metody

3.8.1 Obecné vymezeni pojihpro imunologické metody

3.8.1.1 Antigen

Antigen je latka, kterou imunitni systém rozpoznéeaguje na ni. Jako
antigeny mohou {sobit prakticky jakékoli chemické struktury. K tomaby na 8 imunitni
systém mohl reagovat je zpravidla ffedta, aby byly rozeznany ve foknmakromolekul.
NejvyznamijSimi antigeny jsou proteiny @zné komplexni polysacharidy, ale takeé lipidy,
lipoproteiny a nukleové kyseliny. Antigenemihe byt také nizkomolekularni skenina, tzv.
hapten, ktera dokaze vyvolat imunitni odpdivpouze po navazani na latku s vyssi
molekulovou hmotnosti (n&pna protein). Oblast molekuly antigenu, ktera geeznavana
imunitnimi receptory, se nazyva epitop (@i a Barinkova, 2002).

3.8.1.2 Protilatka (imunoglobulin)

Protilatka je glykoprotein, zvany imunoglobulin,opukovan plazmatickou
buikou, kterd je konsmym stadiem vyvoje B lymfocyt (Bartinkova a Paulilet al, 2011).
Reaguje s antigenem, vaze se ke specifickému epitazaklad vzajemné komplementarity
na principu zamku a kKlé. Zakladni funkci imunoglobulin je reakce se specifickymi
antigeny, kromd toho maji schopnost vazat komplement, coZz vedge&k buiky nebo se
piipojuji k receptolim jinych burgk a aktivuji je k¢innosti (Penka a Tesava et al, 2012).
Imunoglobuliny tvéi priblizné 20 % celkovych proteinséra a lze je ddb charakterizovat
elektroforeticky. Zakladni jednotka imunoglobuliobsahuje 4 polypeptidowétzce, z nichz
dva fetézce jsou ozngvany jako lehké neboli L {iblizna velikost 25 kDa) a dvietzce
jsou oznaovany jako &Zké neboli H (piblizna velikost 50-75 kDa). ¢Eké fetézce jsou
kovalent spojeny disulfidickymi vazbami. Oblast, ve ktesby €zké fettzce spojeny
disulfidickymi vazbami, se nazyva pantova oblast kazdému Hetzci je disulfidickou
vazbou pipojen jeden Liettzec. RzZke rettzce se skladaji zé&tyi (u rekterych tid z peti)
strukturre podobnych domén, kazdd doména jeie¢ma sekvenci 110-120 aminokyselin.
Polypeptidickytettzec obsahuje variabilgast na N konci svéhietizce, zbytek molekuly je

konstantnic¢asti. Detaily struktury variabilnichasti se individuaka liSi mezi molekulami
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produkovanymi iiznymi klony B lymfocyti. Variabilni domény H a Lietzci vytvaieji
spol&né vazebné misto pro antigen. Molekulu imunoglotwlize za vhodnych podminek
proteolyticky roz&tpit na fragmenty. Pepsinem |ze imunoglobulipgtna jederi-c fragment

a jeden bivalentn¥ (aby fragment (Obr. 7). Pouzitim enzymu papainu lzekatisdva
identické fragmentyrab a jeden fragmerftc. Lehkéfetzce existuji ve dvou typechk @),
liSi se primarni strukturou konstantnich doménoa jkédovany odliSnymi geny, jez se
nachazeji natznych chromozomech. Geny, kédujici konstantésti mtiznych izotym
tézkychtetzca (a, 9, v, €, ap), lezi na iseku chromozoniul4. Uietzch y rozliSujemedtyri
subtypyyl-y4 a ua dva subtypyl, a2. Dle typu &¢Zkéhoiettzce se rozéluji imunoglobuliny
do tid IgA (IgA1, IgA2), IgD, IgG (IgG1 — IgG4), IgE M (Hotejsi, Bartinkova, 2002).

Lehké fetézce
1 Antigen Amigenl
— Tézké retézce -
Variabilni oblasti fa —t
lehkych a téZkych Fetézctl F(ab"),

= © Pantova oblast
Konstantni oblasti

lehkych a téZkych fetézcl
Fc

Tézké retézce

Obr. 7 Molekula imunoglobulinu, dostupné z: <http://laipicz/protilatky/>

Déleni imunoglobulinu dle typuikéhoretézce:

a) fida IgG — tvai asi 75 % celkovych imunoglobuiinv lidském séru. fiida 1gG se
sklada z podtd 1gG1, 1gG2, IgG3 a IgG4. Jednotlivé piidy se liSi schopnosti vazat
komplementovy C1 protein &t$inou se dofe vazi na-c-receptory fagocyt V séru
se IgG vyskytuje jako monomer. Tattida udavéd sérologicky obraz o péahé

infekci (sekundarni infekci).
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b) ttida IgM — redstavuje asi 10 % celkovych imunoglobtlinlidském séru. IgM je
protilatkou ¢asné imunitni odpadi na WtSinu antigefi, protoZe je hlavnim
imunoglobulinem fitomnym na povrchu B lymfocgt(monomer). IgM po navazani
na antigen dafe vaze komplementovy protein C1 a aktivuje taktasiklkou drahu
komplementu, nevaze se vSak Fareceptory fagocyit V séru se nachazigvazri

jako pentamer.

c) Trida IgD — vlidském séru jeipomno asi 0,2 % z celkového mnozstvi
imunoglobulini. Spolu s IgM je hlavnim povrchovym imunoglobulingitomnym
na B lymfocytech. Jeho zakladni funkce zatim nebgkla objastna. Redpoklada se,

Ze se podili na diferenciaci B lymfoéytV séru se nachazi jako monomer.

d) T¥ida IgA — jeji podil je asi 15 % z celkovych imutamuling v lidském séru,
vyskytuje se ve dvou formach, slizni a sérové. Molekuly IgA jsou ve velkych
mnozstvich sekretované na povrch sliznic, kdéitvznamnou satast ochrany proti
mikroorganisnim. Sliznini IgA se sklada ze dvou monomeiSérovy IgA je bd

monomer, dimer nebo trimer. IgA funguje jako opsomeaktivuje komplement.

e) Trida IgE — na celkovém mnozZstvi sérovych imunoglioiiulse podili pouze
0,004 %. Hraje vyznamnou ulohu v ob¥arganismu proti parazitarnim infekcim a je
hlavni @icinou alergickych reakci. V séru se vyskytuje jak@mnomer (Hoejsi

a Bartinkova, 2002).

Protilatky se rozliSuji na tzv. polyklonalni a mdatanarni protilatky. Polyklonarni

protilatky jsou heterogenni ssi produkéit mnoha aktivovanych kl@gnB-lymfocyti. Razné

klony B-lymfocyti produkuji strukturdléraizné protilatky, které se vdZzou kznym epitofim

antigenu, jsou narfgny proti vice epitopm uritého antigenu nebo proti $si antiger.

Jestlize je do organismu savcefilgiuta cizi substance (antigen), aktivované B-lyyfy

proliferuji v buiky plazmatické a zmou produkovat protilatky, jez se k tomuto antigenu

vazou. Tim, Ze spektrum bEkni spektrum jimi tvéenych protilatek je prosmlivé, je obtizné

tak komplexni sr#s protilatek standardizovat. Specifita polyklonéprotilatek velice zavisi

na pfabéhu imunizace, resp. na tom, v jaké fazi imunitnp@etdi protilatky analyzujeme.

Oproti tomu jsou monoklonalni protilatky produktgem jednoho klonu B-lymfocyt a jsou

specifické proti jediné antigenni determinafi{ranaet al, 2011).
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3.8.1.3 Reakce antigen — protilatka

Pro vznik imunologické odp@di, tzn. obrany dla proti cizim latkam, je
dulezita reakce antigenu s protilatkou (ozmana jako interakce Ag/Ab). K této reakclize
dochéazet jakn vivo, tedy uvnit téla jedince, tak i in vitro, tedy v laboratornichdmoinkach.
Produkovand protilatka proti danému antigenu nebdterd je jiz v krvi obsaZzena, naseda
svym vazebnym mistem ve variabilni oblasti na @&mig determinantu a spojuje se s ni
silami Coulombovymi, dale pragtdnictvim vodikovych ristki, hydrofobni vazbou a silami
van der Walsovymi. Mezi antigenni determinantowaaebnym mistem protilatky nemusi byt
naprosta shoda. Proti kazdé determigd#io tvori fadu protilatek, které s ni koresponduji
(polyklonalni protilatky). Protilatka se e kombinovat i s antigenem, ktery jeji tvorbu
nevyvolal, jde o tzv. ziZzené reakce,femz sila &chto vazeb jeizna (Strejek a Lokaj,
1985).

a) Interakce Ag/Abin vivo — biologicky vyznam této interakce zavigegevsim
na specifické eliminaci antigenniho materialu. Ratkové molekuly jsou
schopny neutralizovat toxiny tim, Ze se vazou rtayanni determinanty uvrfit
nebo v blizkosti aktivniho toxického mista a brzdk reakci toxinu s jeho
substratem. Po navazani protilatky na antigen dodbaktivaci komplementu,
coz vede klyze hiky. Protilatky jsou schopny aglutinovat ngngjSi
korpuskularni antigeny (n&pantigeny cizi krevni skupiny) a ushiadat tak
jejich fagocytézu. Schopnost protilatek eliminovaatigen je casto spjata
s mechanismy nespecifické imunity, tim Ze antigemdterial opsonizuiji,

umoziuji jeho fagocytozu.

b) Interakce Ag/Abin vitro — reakce probiha ve dvou fazich. Primarni faze je
reakce specifickd a sekundarni je vlastni reakcelagcka, ktera je wena
fyzikdlnim stavem komplexu antigen/protilatka agdbiologickymi nasledky.
Neékdy se k této reakci vyuziva metoda imunoprecigita¢ tomto pipack se
smicha antigen s protilatkou a za vhodnych podmijado je nap. optimalni
kvantitativni pordr Ag/Ab, vznikaji imunokomplexy, které nejsou ddsta¢
hydrofilni, a proto jsou schopny precipitace, t&marby nerozpustné srazeniny
(Stregek a Lokaj, 1985).

37



3.8.2 Enzyme- linked immunosorbent assay (ELISA)

Vv s

U ELISY je jeden zreaktait (antigen nebo protilatka) imobilizovan na pevndaeif
negastji na seény jamek mikrotitrénich destiek. Podle usp@dani reakcedime ELISU na

kompetitivni a nekompetitivni.

» Kompetitivni (souwtzivd) ELISA

Stanovovany antigen s@df se znamym mnoZzstvim stejného antigenu, na keery
navazan enzym, o vazbu na limitované mnoZzstvi lgtkyi zakotvené na pevné fazi. Po
odmyti nenavazanych antigemasleduje pdani bezbarvého substratu, ze kterého se
acinkem enzymu stava barevny réak produkt. Intenzita zabarveni je tigpo Unerna
koncentraci stanovovaného antigenu. Ze sestrojeli®r&ni kiivky ze standardnich
vzorki se odeitaji hodnoty koncentrace neznamych vZorKéto techniky se vyuziva
predevsim ke kvantifikaci nizkomolekularnich lateter maji mélo vazebnych mist pro
protilatku, takZe je nelze stanovit senawiou technikou. Musi byt vZdy k dispozitsty
antigen pro zngni enzymem. Wité obtize mohou vifpac znaeni nizkomolekularnich
antigerii enzymem vzniknout z nepanu jejich molekulovych hmotnosti. Na relativn
malou molekulu antigenu (cca 1000 Da) se vazé.magoxidaza o velikosti 44 000 Da.
Mohou se proto ¢dy projevovat problémy sférického bedui pii reakci znaeného
antigenu s protilatkou. Tento problém l|2asto GspSre vyreSit pouzitim detalniho

systému biotin — avidin nebo biotin — streptavidin.

* Nekompetitivni (nesotiziva, sendwiova) ELISA pro kvantifikaci antigen

Na pevny nosi na kterém jsou imobilizované protilatky, se v&tandardni nebo
neznamé mnozstvi antigenu. Po promyti nasleddgamp druhé protilatky, tentokrat
oznaené enzymem. Nutnynredpokladem tedy je, aby stanovovany antig€éhatespa
dva odliSné epitopy. Specifita Ztemé protilatky musi byt proti jinému epitopu, n€zZ |
specifita protilatky vdzané na pevné fazi. Po prioreg gfidava vhodny substrat, dochézi
k enzymem katalyzovanérgmené bezbarvého substratu na barevny produkt. Intenzita

zabarveni je fimo unérna koncentraci stanovovaného antigenu. Pro vyhomrémi se
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opét sestrojuje kalibréni kiivka ze standardnich vzark Stejré jako u kompetitivni
ELISY Ize citlivost sendwiové ELISA metody zvysit biotin — avidinovou nebmtin —

streptavidinovou reakci.

K vyhodam send¢bvé ELISA metody pdt, Ze nemusi byt k dispozici
zna&eny cisty antigen. St mit standardni antigen se znamym obsahem sledbwan
antigenu. K tomuto testu lze také pouzit monoklohgtotilatky tak, Ze jedna se pouzije
k vazl® na pevnou fazi a druha (proti jinému epitopu astig k detekci. Rowz Ize
pouzit kombinaci jedné protilatky monoklonalni ali# polyklonalni. Pomoci
monoklonalnich protilatek fizeme provagt tzv. one step assay jedna se
o modifikovanou podobu metody senctwé, ve které nelze pouzit polyklonalni
protilatky. Jedna monoklonalni protilatka je navé&aa pevny nos&j druha protilatka
proti jinému epitopu stejného antigenu je @@ enzymem. VSechny reagencie se
inkubuji najednou, vyssdvany vzorek, konjugat a protilatka na pevné f&z.inkubaci

nasleduje jedno promyti &gani substratu.

* Nekompetitivni (nesotiziva, sendwiova) ELISA pro detekci protilatek

Antigen vazany na &u jamky mikrotitr&ni destéky reaguje s testovanou protilatkou
apo promyti se aplikuje zéeny antiglobulin. Do testu lze pouZit pouze antigen
o dostateéné cistot, zna&ené antiglobuliny jsou d&Zr¢ dostupné. Obvykle se srovnava
testovana protilatka (sérum) s kontrolnim pozitmni negativnim sérem na kazdé
desttce. Metoda se hodi k titraci protilatekidy IgG ilgM, rozdil je v pouZzitém
znaeném antiglobulinu anti-lgG nebo anti-IgM. Nenkldispozici¢isty antigen, pouziva
se modifikace sendsdvé metody tak, Zze se vaze na pevnou fazi nejppeeificka
protilatka, ktera na sebe specificky vaze antigersrgsi. DalSi postup je stejny, jako je
uvedeno vySe. DalSi variantou vy&eti Fitomnosti protilatek je uspadani, kdy je na
pevnou fazi navazan purifikovany antigen, na kteeyaplikuje vySébvané sérum. Po
inkubaci a promyti seffla zn&ena protilatka proti antigenu imobilizovanému nansbu
mikrotitracni destéky. Negativni reakce zga pritomnost protilatek ve vzorku. | zde je
mozno antigen (nepurifikovany) véazat na ddsti pres protilatku, tento systém ma
vyhodu vysoké specifity (Barikova a Paulik, 2005, M&al, 1987).
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Obr. 8 Zobrazeni principp ELISY, dostupné z:
<https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-sciefprotein-biology/protein-biology-

learning-center/protein-biology-resource-librarghge-protein-methods/overview-elisa.html>

3.8.3 Western blotting

Western blotting je ienos elektroforeticky separovanych bilkovin na &pet
membranu s naslednou specifickou detekci. V rocés1Byl jako prvni popsani@nos
fragmenitt DNA z agar6zoveho gelu na nitroceluldzovou membramodle svého objevitele
(E. M. Southerna) byla metoda nazvana SoutherrtitotO péar let pozji byl blotting
zdokonalen, misto nitrocelul6zové byla pouzita dimnzyloxymethylceluldzova membrana,
kterd umoznila fenos i mensich fragmeénDNA a RNA. Zertem se této modifikaci o
fikat Northern blotting. V roce 1979 Towbin a jehudktiv elektroforeticky penesli proteiny
z polyakrylamidového gelu na nitrocelul6zovou meamor a pokréovali v ,geografické”
nomenklatie blotovacich metod.

Blotting bilkovin se stal obvyklou laboratorni tedkou, mezi jeho vyhody pat
zvySena dostupnost bilkovin pseposu na specialni membranu. Toho se vyuZigdgySim
u imunodetekce, kterad by na vlastnim gelu nebylatasnitelnd, jelikoZz vysokomolekularni
protilatky Spatg difunduji do gelu. DalSi vyhodou je zakoncentravditkovin na membréa)
coz vede ke zvySeni citlivosti detekce. Protoze jsibkoviny na membrankovalent nebo
nekovalentd imobilizovany, nedochazi k jejich difazi, atim karde elektroforetického
rozliSeni. Mezi pednosti blottingu rowg pati jednodussi manipulace i nasledné uchovani
membrany, ktera je mnohem pgj&i a odolrjSi nez vlastni gel (Glatz, 1995).

40



Samotnému  blotovani t@dchazi  elektroforéza, reptji SDS-PAGE
(sodiumdodecylsulfatova polyakrylamidova gelovakeleforéza). Tato metoda oédje
proteiny primarg podle jejich molekularni hmotnosti. SDS (dodeclBusodny) se vaze
k hydrofobnim¢astem proteinu, rozruSuje jeho sbalenou struktwimeziuje mu existovat
stabilre v roztoku v jeho rozvinuté konformaci. Délka komwah SDS-protein je fimo
ameérnd k jeho molekularni hmotnosti (Bolla al, 1996). Fidavkem vzorkovaciho pufru
s obsahem SDS, ktery se smicha se vzorkem, do@tlzak k denaturaci protdina také
vSechny proteiny ziskavaji negativni naboj timséena & navazuji anionty SDS. Proteiny
migruji k anod a rychlost jejich migrace zavisi jen na jejich elallové hmotnosti. Proteiny
s nejniz8i molekulovou hmotnosti doputuji v gelydéake. Vzorkovaci pufr obsahuje také
dithiothreitol nebo merkaptoethanol, ktery slouzireBukci disulfidovych vazeb. i&d
nanesenim vzorku proteinu do geluijebia sms vzorkovaciho pufru a proteinu pdiacoz
napomaha kompletni denaturaci probei®DS-PAGE analyzuje proteiny v rozsahu 1-100
kDa (Westermeier, 2005). Pro velmi malé proteingr& maji byt separovany, je vhodné
pouzit elektroforézu s tricinem, kdy jsou rozliSgmgteiny o velikosti 5-20 kDa. Proteiny nad
30 kDa jsou separovany uz v zaosacim gelu (Schagger a Von Jagow, 1987). Westietn b
muzeme rozdiit do dvoucasti, a to fenos proteift z gelu na membranu a ozeai cilovych

epitopr specifickou protilatkou (Bollagt al., 1996).

Existuje rekolik variant blottingu, které se liSi silou powditpro genos bilkovin, tyto
varianty jsou: difuzni, kapilarni, vakuovy blottinga elektroblotting. Nejrychlejsi,

viv s

kazda s trochu odliSnym principem, ale pr@ @hnaci silou fenosu elektrické pole.

* P¥i prvni metod tzv. wet (tankovém) blottingu provedeni je na jedtranu gelu
umis€na membrana, na ni a na druhou stranu g&tolik vrstev filtratniho papiru.
VSe je vloZzeno mezi dva drzaky a unaigt do tanku signosovym pufrem. Na
povrchu tanku jsou elektrody tkené platinovymi draty, nerezovymi nebo grafitovymi

deskami.

e U druhé metody, tzv. semi-dry elektroblottingu seifivaji plosné grafitové nebo
nerezové elektrody. Na elektrody je polozeskatik vrstev filtratniho papiru
nasycenych pufrem, n& gel, blotovaci membrana ad@prstvy filtracnich papii
nasycené ignosovym pufrem. Takovych ug@ddani niZze byt mezi elektrodami
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neékolik, ale musi byt odéleny dialyz&ni membranou, aby nedochazeloiknmmosu
bilkovin mezi jednotlivymi blotovacimi jednotkanMezi prednosti polosuchého

blottingu gredevsim pat homogenni elektrické pole, z&ujici rovnongrny

~ r

a &inn¢jSi prenos, mensi spi@ba penosoveho pufru a moznoseposu bilkovin
z rekolika geh zaroves (Glatz, 1995).

Tank Transfer System Semi-Dry Transfer System

Fiper Pad
Filter Pap
Membrar
Gel

Filter Pap
Fiber Pad

el
Membrans
Filtar paper

Ancde [+)

Anode(+)
Cathodei-)

Obr 9. Schematické znaza¥ni tank a semi-dry varianty elektroblottingu, dgstéa z:

<https://www.novusbio.com/support/support-by-apgdien/protein-transfer-gel>

Krom¢ prenosu, ktery je realizovan @uuzitim jednosrmrného elektrického proudu
(elektroblotting) nebo klasickou difazi poloZzenimemmbrany na gel (blotting) existuje
i medota dot blotting, kdy dojde k filtraci roztokiies membranu na specialnickisgrojich
(Ferergik, 1989).

3.8.3.1 Blotovaci membrany

Blotovani probiha neégastji na nitrocelulozovou membranu (NC) nebo na

polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membranu. Vyhodatrocelul6zové membrany je jeji
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vysoka afinita k proteinu a jeji ret&m schopnosti, nicménje pongérné kiehka. V tomto
ohledu PVDF membrany poskytuji lepSi mechanickadppou a mohou byt déle skladovany.
U PVDF membran se ovSemi#e vice zbarvit pozadi, proto jéldzité dikladné promyti po
pouziti protilatky (Mahmood a Yang, 2012). Pro Bport proteif je dilezity typ gelu,
molekulové hmotnosti, které chceme transportoveteenbrana. Kazda membrana ma limit
vazebné kapacity protgin NC membrana 80-25Qg/cn?, PVDF: ~170ug/cn?. Nadbytek
proteini, ktery se pevé& nenavaze, je odmytipnasledném promyvani (Sambrook a Russel,
2001). Membréany seied pouzitim musi zviit v methanolu, jelikoz jsouifliS hydrofobni.
DalSim typem jsou pozitivhnabité nylonové membrany, které maji mnohonasolyssi
vazebnou kapacitu a pevnost. PouZivaji $edgvSim pro f&nos vysokomolekularnich
bilkovin, protoZe nevyZzaduji fjomnost methanolu. Bilkoviny se na& rvazou silnou
elektrostatickou silou, a prototde byt na jediné membrérprovadna opakovana detekce
bez ztrat proteiin (Glatz, 1995).

3.8.3.2 Blokace vazebnych mist

Po genosu proteitn se membrana necha inkubovat s latkou, ktera kdokuj
nespecifické navazani protilatky na membradasto se pro blokovani pouziva oiené
susené mléko, které je levné a Siroce dostupné §#pro blokovani vyuziva h&ai sérovy
albumin (BSA), kasein nebo hemoglobin. Molekuly B8sadi vSechna mista na membyran
kam se nefenesly proteiny a kde by se potencialmohla navazat primarni protilatka
nespecifickou interakci s membranou (Mahmood a Ya&0d2). Jinou moznosti je aplikace
specialnich neiontovych detergénfTriton X 100, Tween 20), které volna vazebna aist
neobsazuji, ale zahmaji nespecifické vazbbilkovin na membranu. Blokovaci roztok nesmi
vytésiovat nebo modifikovat ignesené bilkoviny a oviiwvat naslednou detekci (Glatz,
1995).

3.8.3.3 Deteéni metody po blottingu

Detekni metody pouzivajici se po blottinguibeme rozdliit na specifické
a nespecifické. Mezi specifické metody ifjpatnunodetekce, detekce enzynglykoproteiri
a detekce receptorovych bilkovin. Pro nespecificklmiekci vSech bilkovin na blotovaci
membrag jsou vyuzivana klasicka barviva, jako je AmidodidaCoomassie Blue R 250
a Fast green. VSechna tato barviva nejstiliSpcitlivA a nesniji se pouZzivat pro barveni
bilkovin na diazotovanych a nylonovych membranakteré by poskodily. Dostata¢
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citivou a membranu nedeformuijici je metoda barvenioky koloidniho zlata. Nevyhodou je
jeji vys88i cena. Jinou moznosti je modifikacenesenych bilkovin nizkomolekularnimi
latkami, proti kterym byly ppraveny protilatky. Tyto primarni protilatky sezigha vSsechny
bilkoviny na membréah a detekce je provedena Zeaou sekundarni protilatkou (Glatz,
1995).

3.8.3.4 Imunodetekce

RIS

Imunodetekce pét k nejlEzngjSim navazujicim metodam analyzy bilkovin
pomoci Western blottingu. V této specifické detedeivyuziva vazba protilatky na bilkoviny.
Po inkubaci specifickou primarni protilatkou je m@édna promyta promyvacim pufrem
anasledd je pridana protiladtka sekundarni, kterd jeicv primarni protilatce rovee
specifickd. Promyvani membrany po pouziti protyatke velmi dilezité, protoze
minimalizuje pozadi a odsttaje nenavazanou protilatku. AvSak promyvani by &enrvat
zbyte&éné¢ dlouho, protoZze by mohlo z&pinit snizeni signalu detekovaného proteinu.
Sekundarni protilatky jsou ztené, nafiklad radioaktive, fluorescetiné nebo enzymaticky.
K enzymatickému zr@ni se nejastji pouzivaji peroxidazy nebo fosfatazy. Protoze
sekundarni protilatky vyti@ji polyvalentni vazbu, zesiluji indikai signal (Glatz, 1995,
Mahmood a Yang, 2012). Kritickotasti této metody je detekce signalu pomoci prétilat
Dulezité je uteni koncentrace primarni a sekundarni protilatigyudavaji silu koneého
signalu. Vysledek je také ovlign metodikou detekce a metodowieni detekce signalu.

Vhodné je testovatizné blokovaci roztoky a igsiovat expozini casy.

Pro analyzu Western blottingu mohou byt vyuzZity jalonoklondlni, tak
polyklonalni protilatky, ale v praxi jsou vice vyiuany polyklonalni protilatky. Jedna z jejich
vyhod je, Ze pokryvaji &Si mnozstvi molekul, o které mame zajem a vzrakawtsi signal.
Nevyhodou je, Ze sérumiibe specificky vazat i molekuly, které pro nas nejsiilezité.
Monoklonalni protilatky jsou vice sensitivni a sifieké pro dany antigen. Omezeni vznika,
pokud je specifita antigenu poruSena (denaturovéreaktroforézou (MacPhee, 2010).
V porovnani s metodou ELISA, ktera slouzi ré&rk detekci protilatek, je Western blotting
citlivejSi a je schopen detekovat protilatky i u negattiniysledk ELISA testu (Litzmaret
al., 2007).
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3.8.4 Imunochromatografie (Lateral Flow)

Imunochromatografické testy jsou povazovany za #ednoduSenou verzi ELISA
metody. Zakladem testu je membrana z nitrocelulpoyyvinylidendifluoridu¢i nylonu, na
kterou je aplikovan kapalny vzorek. Membrana obgalpuotilatky, které jsou konjugovany
obvykle s koloidnim zlatem. Kdyz je imunochromatafiggky prouzek ponien do suspenze
vzorku, migruje kapilaré vzorek i protilatky konjugované s koloidnim zlategfkonjugét).
V piitomnosti nami hledaného proteinu vznikd kompletigem — konjugat — protilatka,
vizualizovany v podob pozitivni €ervené) linie na detékim prouzku. Nezreagovany
konjugat dale vzlind do kontrolni zény, kde zreagsjprotilatkami a vznikne tak dalSi
prouzek, ktery hodnotime jako kontrolu fémlosti testu. Velkou vyhodou
imunochromatografickych teastje finartni nenaroénost arychlost testu (3—-15 minut).
NevyZaduji Skoleny personal a n&mé laboratorni vybaveni. Oproti tést ELISA vSak
byvaji 0 10-15 % mén piesné. Imonochromatografické testy se vyuzivaji klavypro
detekci alergennich protéira je mozné provest jen kvalitativni detekci alengepipadré

semikvantitativni stanoveni (Gelovaet al, 2014; Schubest al, 2009).

&. Absorbent pad
4, Nitrocellulose membrane

2. Canjugate pad
3, Detection conjugate
1. Sample pad

7. Plastic adhesive
5(b). Contral line backing card
ala). Test line

Obr. 10 Imunochromatograficky test, dostupné z: <httgespath.org/dx/rapid-

dx/technologies/lateral-flow/test-components/>
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Material

4.1.1 Rivod aredéni vzorki, bakterialni kmen MRSA

Odbkéry vzorka plazmy z krve paciefit probihaly v roce 2016 az 2017 ve fakultni
nemocnici PrahaRedni vzorki sér a plazem bylo pouzito 1:51. Pro izolaci proiePBP2a

byl pouZzit bakterialni kmen methicilin rezisten8taphylococcus aureCTC 8511.

4.1.2 Laboratorni pistroje

Vaha AFP-2100L (ADAM Equipment Inc.)

Vaha analyticka HA-180M (AND A&D Company, Limited)
BioDot AD1500 (BIODOT Inc.)

Trepaka Biosan Vortex V-1 plus (MERCI, spol. s.r.0.)
Trepaka Mix-30 Bloty (TOOL Ltd.)

Rezaka stripi Guillotine cutter GCI-800 (ZETA Corporation)
Lednice HZO0S3366 (GORENJE, spol. sr.0.)

Magneticka miché&a RCT Basic (IKA, NEOTEC, spol. sr.0.)
Mini Protean (BIO-RAD, spol. s.r.0.)

Ultrazvukovy dezintegrator Soniprep 150 (MSE Ltd.)
Digitalni fotoaparat Coolpix FS570 (NIKON Corporat)
Mikrovinna trouba Sencor SMW 1917WH (FA®R, a.s.)
Vodni lazét GFL 1003 (LAB-MET, spol. s.r.0.)

Tiskarna Work force pro WF-5690 (Seiko EPSON Coafion)
Scanner HP Scanjet G2710 (HP Development ComparB,)L
Centrifuga 5804 R (Eppendorf AG)

Profinia Protein Purification System (BIO-RAD, spsir.o.)

pH metr Metter Toledo FiveEasy Plus FEP20 (FISHEREBITIFIC Co. L. L. C.)
Spektofotometricky detektor Sunrise (TECAN GROUR. ) t
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4.1.3 Material a laboratorni pomacky

Nitrocelul6zovd membrana o poraz@,2um (SARTORIUS AG)

Dialyzatni stevo — Dialysis tubing seamless, 43 mm (SIGMA-ALDRIGpol. s.r.0.)
Plastovéa podlozka s adheznim lepidlem (BARIKOVA, spol. s.r.0.)

Blotovaci vantka pro detekci strip(OBALPLAST SMRCI, spol. s.r.0.)

Pinzeta anatomick& rovna 140 mm, nerezova (MER®I, s.r.0.)

Cerveny popisovaEdding 142M (BUROPROFI, spol. s.r.0.)

Univerzalni etikety barevné (BUROPROFI, spol. s)r.o

Lepici tyinka Pritt (BUROPROFI, spol. s.r.0.)

Minutka digitalni (VITRUM VWR, spol. s.r.0.)

Kopirovaci papir First class (BUROPROFI, spolos)r.

Souprava pipet Finnpipette F1 4700850, 1fléhikro, 10—-100ul, 100-1000ul (THERMO
FISHER SCIENTIFIC, spol. s r.0.)

Spicky Fisherbrand 2—200 pl, Zluté (THERMO FISHER SCTHRIC, spol. s r.0.)
Spicky pipetovaci 1000 HISARSTEDT, spol. s r.0.)

Magneticka michadla (MERCK, spol. s.r.0.)

Mikrozkumavky typu Eppendof 1,5 ml, bilé (MERCI,oéps.r.0.)

Laboratorni sklo — od#mné valce, kadinky, nalevky (MERCI, spol. s.r.0.)
Lahve reagetni s GL 45 (MERCI, spol. s.r.0.)

Plastova blotovaci miska (TESCO STORER, a.s.)

Pros¢tlovaci stolek pro SDS-PAGE (TESTLINE, spol. s).o.

Filtra¢ni papir (MERCI, spol. s.r.0.)

F Sartorius NC filtr 1,5 pm; 0,8 um; 0,45 um; 018 (BIOVENDOR, a.s.)
Zalozka pro BLOT (BRENSKA DRUTEVA, vyrobni druzstvo)

Oboustranna lepici paska (DDT, spol. s.r.0.)

4.1.4 Roztoky a chemikalie

Deionizovana voda (TestLine, spol. s.r.0.)

Kyselina chlorovodikova p.a. (LACH-NER, s.r.0.)
Hydroxid sodny p.a. (LACH-NER, s.r.0.)

TRIS Cisty (hydrometyl) aminome (LACH-NER, s.r.0.)
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Chlorid sodnyCL 97 (PENTA, spol. s.r.0.)

Imidazole (SIGMA-ALDRICH, spol. s.r.0.)

Smes inhibitori proteaz, Complete EDTA-free (SIGMA-ALDRICH, spsilr.o.)
Benzonase nuclease HC (MERCK, spol. s.r.0.)

Lysozyme from chicken egg white (SIGMA-ALDRICH, dps.r.0.)
Complete His-Tag purification resin, 1 ml (ROCHRoE s.r.0.)
Chelaton Ill p.a. (EDTA), (VERKON, spol. s.r.0.)
Glycerol-glycerinCL2005 (LACH-NER, s.r.0.)

DDT (Dithiothreitol), (BioTech a.s.)

Acrylamide suitable for elect. (SIGMA-ALDRICH, spdl.r.o.)
Methylene bis-acrylamide (SIGMA-ALDRICH, spol. s..

Amonium persulfate (SIGMA-ALDRICH, spol. s.r.0.)

Temed (Tetramethylendiamin), (SIGMA-ALDRICH, spslr.0.)
Laurylsiran sodny (SDS) p.a. (LACH-NER, s.r.0.)

Butylalkohol-n p.a. (LACH-NER, s.r.0.)

Triton (R) X-100 (SIGMA-ALDRICH, spol. s.r.0.)

Brilliant Coomassie Blue G (MERCK, spol. s.r.0.)

Ethanol 96% vol AnalaR NORMAPUR (VWR Internationsghol. s.r.0.)
Kyselina octova 99% p.a. (LACH-NER, s.r.0.)

Black Protein Ladder ready to use (CENTRAL EUROPERIRDSYSTEMS, spol. s.r.o.)
BCA protein assay kit (GeneTiCA s.r.o0.)

Trisma base (pro blot), (SIGMA-ALDRICH, spol. s.).0

Glycin p.a. (LACH-NER, s.r.0.)

Methanol p.a. (PENTA, spol. s.r.0.)

Ponceau’S Sigma&em (SIGMA-ALDRICH, spol. s.r.o0.)

Casein Sodium Salt (SIGMA-ALDRICH, spol. s.r.0.)

Tween 20 Sabosorp MLE (ACE Trade, spol. s.r.o.)

ProClin 300 Supelco (SIGMA-ALDRICH, spol. s.r.0.)

Gentamycin inj. 40 mg/ml (MVDr. Michal Vitek)

Azid sodny extra pure (SIGMA-ALDRICH, spol. s.r.0.)

Albumin howzi sérovy lyof. BSA (BIOVETA a.s.)

Chlorid haecnaty hexahydrat (LACH-NER, s.r.0.)

Substratovy roztok BCIP/NBT (NBT: nitroblue tetréimm, BCIP: 5-bromo-4-chloro-3-
indolylfosfat dvojsodnats), (TESTLINE, spol. s.r.0.)
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Konjugadt Goat Anti-Human IgGy-Chain Specific Alkaline Phosphatase, Calbiochem
(MERCK, spol. s.r.0.)

Konjugat Goat Anti-Human IgM,u-Chain Specific Alkaline Phosphatase, Calbiochem
(MERCK, spol. s.r.0.)

Konjugat Goat Anti-Human IgA,a-Chain Specific Alkaline Phosphatase, Calbiochem
(MERCK, spol. s.r.0.)

Chlorid zingnaty p.a. (MERCK, spol. s.r.0.)

Immunoglobulin IgG from human serum (SIGMA-ALDRICEol. s.r.0.)

Immunoglobulin IgM from human serum (SIGMA-ALDRICHpol. s.r.o0.)

Immunoglobulin IgA from human serum (SIGMA-ALDRICHHpol. s.r.0.)

4.1.5 Riprava pracovnich roztak

10% roztok HCI
K 3,74 ml deionizované vody bylotigano 1,27 ml kyseliny chlorovodikové p.a.

Pridava se vzdy kyselina do vody. Roztok se sklagtij@aboratorni teplat

1 M roztok NaOH
K 0,08 g hydroxidu sodného p.a. sedp 2 ml deionizované vody.iiBava se vzdy

voda k hydroxidu. Roztok se skladuje laboratorni teplat.

Vazebny pufr 50T
Bylo navazeno 0,303 g TRIStistého (hydrometyl) aminome; 1,461 g chloridu

sodnéhoCL 97 a 0,017 g Imidazolu arozp&so v 50 ml deionizované vody. Poté bylo

upraveno pH na hodnotu 8,0 pomoci 10% roztoku HCI.

Promyvaci pufr 50T 2

Bylo navazeno 0,1212 g TRIStistého (hydrometyl) aminome; 0,5844 g chloridu
sodnéhoCL 97 a 0,0136 g Imidazolu a rozpé$d ve 20 ml deionizované vody. Poté bylo

upraveno pH na hodnotu 8,0 pomoci 10% roztoku HCI.
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Elu¢ni pufr 50T 1
Bylo navazeno 0,0909 g TRIStistého (hydrometyl) aminome; 0,4383 g chloridu

sodnéhoCL 97 a 0,2553 g Imidazolu a rozp&sd v 15 ml deionizované vody. Poté bylo

upraveno pH na hodnotu 8,0 pomoci 10% roztoku HCI.

Chelaton (EDTA) 0,5 M roztok
Navazka 0,186 g chelatonu Il p.a. (EDTA) byla reZpna v 1,0 ml deionizované

vody.

Dialyzaini pufr 9

Navéazky 4,84 g TRISdistého (hydrometyl) aminome; 11,68 g chloridu sdunéL
97: 0,4 ml chelatonu (EDTA) 0,5 M roztoku; 200 gagrol-glycerinuCL2005 a 0,3 g DDT
(Dithiothreitolu) se rozpusti ve 2000 ml deionizogavody. Poté bylo upraveno pH na
hodnotu 8,0 pomoci 10% roztoku HCI.

Blotovaci pufr
Navazka 3,03 g Trisma base (pro blot) a 14,41 giglyp.a. byla rozpu&ha v 750 mi

deionizované vody, poté byldgigano 200 ml methanolu p.a. Roztok se skladiij@48 °C.

Roztok Ponceau’S v 0,5% kyselinctové

K navazce 5 g Ponceau’S Sigrterm se gida 10 ml kyseliny octové 99% p.a. a 990
ml deionizované vody. Roztok se uchovavidgboratorni teplat

Univerzalni roztok BLOT

Navazky 33,88 g TRISdisteho (hydrometyl) aminome; 409,08 g chloridu s&un
CL 97 se rozpusti v 10500 ml deionizované vody. Retéoztok upravi na hodnotu pH 7,35-
7,45 pomoci 10% roztoku HCI nebo 1 M roztoku Na®#d. Upra¥ pH se k roztoku iida

56,0 g Caseinu sodium salt a rozpousti se po malgstkach za intenzivniho michani na
michadle. Poté se &pupravi pH roztoku na hodnotu 7,4-7,5 pomoci 1@%taku HCI.

K takto gripravenému roztoku sefiga 14,0 ml Tweenu 20; 7,14 ml ProClinu 300 a 2)J8 m
Gentamycinu inj. 40 mg/ml. Roztok se poté Zfiltruptes kaskddu AC/NC membran
Sartorius: pomoci filtru 1,5 pum; filtru 0,8 um;tfil 0,45 pum; filtru 0,2 um. Roztok se
skladuje pi 2-8 °C.
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Blokovaci pufr se 4% caseinu

K navaZzce 40 g Caseinu sodium salt jsefidlgla 1000 ml Univerzalniho roztoku
BLOT. Roztok se micha na michadle s magnetickymhadlem do druhého dne a uchovéava
se ¥ teplot 2-8 °C.

Azid sodny 10% vodny roztok

Navazka 0,5 g azidu sodného extra pure se rozpbstil deionizované vody.

Pufr dialyz&ni TRIS profed®ni antigenu

Navazky 1,21 g TRIStistého (hydrometyl) aminome; 1,46 g chloridu sodnéh 97
a 25 g glycerol-glycerin@’ L2005 se rozpusti v 500,0 ml deionizovanédqubté se fida 0,1
ml chelatonu (EDTA) 0,5 M roztoku a 5,0 ml azidulsého 10% vodny roztok. Poté bylo
upraveno pH na hodnotu 8,0 pomoci 10% roztoku HM@Imichany pufr se uchovavéip
teplog 2-8 °C.

Inaktivovany albumin 5% roztok

Bylo navazeno 9,68 g TRIS&istého (hydrometyl) aminome a 116,88 g chloridu
sodnéhoCL 97 a rozpudno ve 4000,0 ml deionizované wodPoté bylo upraveno pH na
hodnotu 7,55-7,65 pomoci 10% roztoku HCI. K taktipravenému roztoku serigalo 200,0
g howziho sérového lyof. alouminu (BSA) a 2,04 g ProCIB00. Po rozpuhi se roztok
inaktivuje 1 hodinu $ 56 °C ve vodni lazni.

Redici roztok konjugatu

Bylo navazeno 47,8 g TRISdistého (hydrometyl) aminome; 584,4 g chloridu
sodnéhoCL 97; 20,0 g Tweenu 20 a rozp&sd v 11000,0 ml deionizované vody. Poté se
ptidalo 4000,0 ml inaktivovaného albuminu 5% roztolw promichéni se upravilo pH na
hodnotu 7,4-7,5 pomoci 10% roztoku HCI. K taktipmvenému roztoku sefigalo 10,2 g
ProClinu 300 a 4,0 ml Gentamycinu inj. 40 mg/ml. &g®tovném dikladném promichani se
roztok zfiltroval ges kaskadu AC/NC membran Sartorius: pomoci filt@i om; filtru 0,45
pum; filtru 0,2 um. Taktofipraveny roztok se skladujéif2-8 °C.
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Redici roztok alkalické fosfatazy

Bylo navazeno 0,03 g Trisma base (pro blot); @)&0g chloridu zingnatého p.a.;
0,001 g chloridu hiee¢natého hexahydratu a rozptt v 5,0 ml deionizované vody. Roztok
se skladuje f» teplo& 2-8 °C.

4.1.6 Fipravaiediciifady konjugatz tFidy IgG, IgM, IgA

K 1000,0 mltediciho roztoku konjugatu séiga prislusny objem konjugatu Goat Anti-
Human IgG,y-Chain Specific Alkaline Phosphatase nebo konjugadat Anti-Human IgM,
u-Chain Specific Alkaline Phosphatasiekonjugatu Goat Anti-Human IgAy-Chain Specific
Alkaline Phosphatase, podiedni (Tab. 2—4). Takto ifpraveny roztok se musi michat na
michace pomoci magnetického michadla 2 diiylgboratorni teplat, po skogeni michani

se roztok skladuje v lednictigeplot 2-8 °C.

Tab. 2 Tabulkaredicitady pro konjugatidy I1gG.

Redéni konjugatu tiidy IgG,
pro objem 1000 ml

5 Konjugat
Redni GOAHu/IgG AP
Calbioch.
1:700 1,43 ml
1:1000 1,00 ml
1:1500 0,67 ml
1:1700 0,59 ml
1:1800 0,56 ml
1:2000 0,50 mi
1:2300 0,44 ml
1:2500 0,40 ml
1:3000 0,33 ml
1:3500 0,29 mi
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Tab. 3 Tabulkaredicitady pro konjugéatitdy IgM.

Redéni konjugétu t¥idy IgM,
pro objem 1000 ml

Konjugat
Redkni GoAHu/IgM AP

Calbioch.
1:1000 1,00 ml

Tab. 4 Tabulkaredicitady pro konjugatidy IgA.

Redéni konjugatu tiidy IgA,
pro objem 1000 ml

Konjugat
Recni GOAHu/IgA AP

Calbioch.
1:500 2,00 mi
1:700 1,43 ml
1:1000 1,00 ml
1:1500 0,67 mi

4.1.7 Fiprava kontrolni linie

K 4,55 ml tediciho roztoku alkalické fosfatazy seida 0,46 ml konjugatu
GoAHu/IgM AP Calbioch. Takto ipraveny roztok se musi michat na miate pomoci

magnetického michadla 1 hodindi paboratorni teplat, po skogeni michani se roztok
skladuje v lednici p teplot 2-8 °C.
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4.1.8 Fiprava kontroly konjugatu #idy 1gG, IgM nebo IgA

K 4,277 mltediciho roztoku konjugatu seéigé 0,728 ml Immunoglobulinu IgG from
human serum (c=5,50 mg/ml) nebo k 4,600tediciho roztoku konjugatu séiga 0,400 ml
Immunoglobulinu IgM from human serum (c=1,0 mg/mii)k 4,750 mltediciho roztoku
konjugatu se fida 0,250 ml Immunoglobulinu IgA from human serwn 1,20 mg/ml). Takto
pripraveny roztok se musi michat na migteapomoci magnetického michadla 1 hoditu p

laboratorni teplat, po skokdeni michani se roztok skladuje v lednitiiteplog 2-8 °C.

4.1.9 Riprava roztolé pro SDS-PAGE

Pufr pro sepasgmi gel

Bylo navazeno 0,3634 g TRIStistého (hydrometyl) aminome a 0,0059 g
chelatonu Ill p.a. (EDTA) a rozpu&to ve 2 ml deonizované vody. Poté bylo upravenanpH
hodnotu 8,8 pomoci 10% roztoku HCI.

Acrylamid 30% vodny roztok

Bylo navazeno 1,168 g Acrylamide suitable for elex0,0032 g Methylene bis-

acrylamide a rozpu&o ve 4 ml deonizované vody.

APS 10% roztok

Navazka 0,1 g Amonium persulfate byla rozpnatv 1 ml deonizované vody.

Piiprava PAA 12% #iciho gelu
K 1,25 ml purfu pro sepatri gel se fidaly 2 ml akrylamidu 30% vodného roztoku;
0,025 ml 10% APS; 0,0025 ml temedu a 1,73 ml dexwainé vody.

Pufr pro koncentini gel

Bylo navazeno 0,06056 g TRISistého (hydrometyl) aminome; 0,0030 g chelatonu
lll p.a. (EDTA); 0,004 g laurylsiranu sodného (SOHa. a rozpusho v 1 ml deonizované
vody. Poté bylo upraveno pH na hodnotu 6,8 pom0&b toztoku HCI.
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Priprava PAA 6% zaosvaciho gelu

K 0,38 ml purfu pro koncentéai gel se fidaly 0,3 ml akrylamidu 30% vodného
roztoku; 0,0075 ml 10% APS; 0,002 ml temedu a p88eonizované vody.

Anodovy pufr
K 800,0 ml deonizované vody s#&dalo 3,03 g TRISwistého (hydrometyl) aminome;

0,37 g chelatonu 1ll p.a. (EDTA) a 14,41 g Glycima.. Roztok se promicha a poté sedp
200,0 ml deonizované vody, pH se upravi na hod83t8,5 pomoci 10% roztoku HCI.

Katodovy pufr 2x koncentrovany
K 400,0 ml deonizované vody seidalo 6,055 g TRISucistého (hydrometyl)
aminome; 0,745 g chelatonu Il p.a. (EDTA); 28,83 ¢Glycinu p.a a 1,0 g laurylsiranu

sodného (SDS) p.a. Roztok se promicha a poté&ida p00,0 ml deonizované vody, pH se
upravi na hodnotu 8,3-8,5 pomoci 10% roztoku H@&dRpouZitim se roztokedi v pondru

1:1 deonizovanou vodou.

Lyzaéni pufr 10T

K 10,0 ml deonizované vody sefigalo 0,0122 g TRISwistého (hydrometyl)
aminome; 0,05 ml Tritonu (R) X-100 a 0,02 ml chefat (EDTA) 0,5 M roztoku. Poté bylo

upraveno pH na hodnotu 8,0 pomoci 10% roztoku HCI.

Barvici roztok Brilliant Coomassie Blue

Pro gipravu roztoku se pouzije lahev z&dého skla. K 0,75 g Brilliant Coomassie
Blue G jsem fdala 417,5 ml deonizované vody; 467,5 ml etano?9vol AnalaR
NORMAPUR a 115 ml kyseliny octové 99% p.a., rozsekdikladneé promicha.

4.1.7 Pditacovy software

Pro zpracovani analyzy obrazu a pro potvrzeni poZiexprese pomoci SDS-PAGE
jsem pouzila software Adobe Photoshop. Vyhodnodetgkci probihalo pomoci Immunoblot
Software TestLine, spol. s.r.o. Intenzita zbarvenpiimo umérnd mnozstvi detekovaného

proteinu.
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4.2 Metodika

Tato diplomova prace se uskénda ve spolénosti TestLine Clinical Diagnostics
s.r.o., Kizikova 68, 612 00 Brno. Diagnostickd souprava tekld specifickych protilatek
proti rekombinantnimu antigenu PBP2a bylpmavena metodou blot-line pro manualni
I automatizované zpracovani. Intenzitu jednotlivyiotii je mozné hodnotit vizuathnebo
pomoci Immunoblot Software. Pro &eni validity a citlivosti testu stripy obsahuji kowini

linie.

4.2.1 Riprava rekombinantniho antigenu PBP2a

4.2.1.1 Klonovani, exprese a izolace proteinu PBR2#AecA MRSA)

Klonovani aizolace proteinu PB2a byla provedenadviagaryko¥ univerzigé Brno.
Pro klonovani byl pouzit vektor pET28a/EcoRI + Xhtemplatova DNAStaphylococcus
aureus(MRSA) mecAgen (AA27-668). Klonovany gen byl exprimovan jakazni protein.
Souwasti fuzniho proteinu je 6 x His tag, ktery unigie izolaci a purifikaci cilového proteinu
PB2a. Rekombinantni antigen je produkovan pomokteid E. coli. PouzitéE. coli byly
odvozené od expresniho kmene BL21-CodonPlus (DER) (Cam) (Strains Rosetta™(DE3)
pLysS and BL21(DE3) pLysS). Prdgipravu rekombinantniho proteinu byl vyuZzit QIAquick
PCR Purification Kit od firmy Qiagen, ktery je zakny na klonovani do vektoru pET s T7
promotorem. Syntéza T7 RNA polymerazy s vyuzitimc promotoru a naslednsyntéza
MRNA vlozeného genu je indukovatelndA pomoci IPTG sogropylf-D-1-

thiogalaktopyranosidu).

Jako vstupni material pro izolaci proteinu byl pouglazmid sinzertem DNA
kodujicim antigen, plazmid pET-PBP2a. Transform&aceoli BL21-CodonPlus (DE3) -RIL
(Cam plazmidovym konstruktem pET-PB2a probihala takto:

1. den: @kovani- 3 ml LB média (50ug/ml kanamycinu + 25 pug/mi
chloramfenikolu) setyimi raiznymi klony z Petriho misky. Kultivacetip32 °C,
pres noc.

2. den rano: do 20 méerstvého LB média setigdaly 3 ml bakterialni kultury
z prvniho dne, inkubaceiB7 °C.
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2. den veer: centrifugace bakterialni kultury (4500 rpm, b&inut v50 ml
zkumavce) Resuspendovani pelet se 30¢enstvého LB média. Inkubaceip
32 °C po dobu jedné hodiny. Po této &obe gida ITG (isopropylp-D-1-
thiogalaktopyranosid) o koncentraci 0,5 mM, inkubogié 30-32 °C pes noc.

3. den: centrifugace — skliectyt riznych bakterialnich pelet a uloZzeni do doby
pievzeti @i -80 °C.

Po naslednémipdkEZném screeningu exprese genu se ten, ktery vykhzevdyi

raznych bakteridlnich klannejvyssi expresi, vyrobil z mnozstvi 2 x 500 ml.

4.2.1.2 Kritéria hodnoceni kvality, analyza vzarksurového produktu, purifikace

a dialyza rekombinantniho antigenu PBP2a a zst koncentrace produktu

Jedna se o praci s geneticky modifikovanymi orgagisPrace je umozna v souladu
se zékonem ¢. 78/2004 Sb., o naklddani s geneticky modifikovanyorganismy
a genetickymi produkty, ve #ni pozdjSich gedpigi. Prace je row¥ provadna v souladu

se schvalenym Provoznifadem TestLine Clinical Diagnostics s.r.0. pro pgaGMO.

a) Kritéria hodnoceni kvality a potvrzeni molekulové hmotnosti rekombinantniho
proteinu, provedeni SDS-PAGE

Pro hodnoceni kvality vysledného rekombinantnihdiganu slouzi fotografie
z polyakrylamidového (PAA) gelu, ktera potvrzuje lelalovou hmotnost produktu
a zarova jehocistotu. Vyznamnym parametrem je dosazastioty alespé 90 %, avSak neni
rozhodujici. Byla pouzita metodika SDS-PAGE, gethodné koncentraci (Tab. 5). Gel pro
proteinovou elektroforézu lze vyrobit wanych koncentracich a éanych velikostech pdr
Velikost pofi urcuje pongr slozek akrylamidu a bisakrylamindu v gelu. Setustajici
koncentraci akrylamidu se pory v gelu zmenSuji.oJalkelikostni standart se pouziva
proteinovy marker oznamé velikosti, ten unngE potvrdit vypétenou velikost

rekombinantniho proteinu (Obr. 11).
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Tab. 5Optimalni ¢leni na akrylamidovém gelidle manualu fistroje Bio-Rad

k preparativni elektroforéze model 491 Prep Cell).

Velikost proteinu (kDa) Rozmezi koncentraci

(% PAA)
15-30 6-10
30-50 9-12
50-70 7-10
70-100 5-9
100-200 4-8

kDa

~245
=180

~100
~73
| -63

—43

=35
~25
~20
=17

=11

Tris-Glycine
4-20%

Obr. 11 Hmotnostni proteinovy standard, dostupné z:

<http://www.cebiosys.cz/products/black-protein-laddeady-to-use/>

Sodiumdodecylsulfatova polyakrylamidova gelova wteforéza (SDS-PAGE) je

metoda, kterd se pouZziva k separaci prateimdle velikosti, na zakl&dejich migrace v gelu
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v elektrickém poli. SDS je detergent, kteryiugpbi denaturaci proteinu ataké muélud
negativni naboj. Polyakrylamidovy ¢lici gel o hustat 12% a polyakrylamidovy 6%
zaostovaci gelse vzdy musi namichaerst\. Jako posledni se k roztokéigava 10% APS
a TEMED. Roztok se velmi pkv¢ zamicha a pipetou se nalije mezi sestavena stdado
2/3 objemu. Nality roztok setgvrstvi butylalkoholem-n p.a. a gel se necha ztuhnBo
ztuhnuti se butylalkohol-n p.a. vylije, namich& ¢sestvy 6% zaosbvaci gel (10% APS
a TEMED se pidava jako posledni), piv¢é se promicha a pipetou se nanese na 1a%id
gel. Mezi skla se vlozi tebinek, ktery v gelu vytwd jamky pro naneseni vzorku. 6%
zaostovaci gel se necha zatuhnouteliinek se vynda ajamky se mohou proplachnout
destilovanou vodou. Taktofipraveny gel mezi skly se pouZije k sestaveni ebéttézy.
Vzorek proteiri (bakterialni suspenze) se smicha v paml:1 se lyzénim pufrem T10
(celkovy protein). Vzorek se dale centrifuguje naximum (cca 5000 oték) po dobu 1
minuty a ze supernatantu se ziska vzorek rozpustpédteinu. Takto fipravené vzorky se
nanesou do jamky v gelu. Spolu se vzorky se potégela nanese i proteinovy marker

molekulovych hmotnosti.

Proteiny jsou separovanyi®0 V po dobu cca 15 minut (minim&lpo dobu, nez vzorky
zajedou do gelu a vyt¥bjednu linii). Poté se n&f zvysi na 120 V. Elektroforézat cca
1-1,5 hodiny, podle pouzitého r&ip Po dokoteni elektroforézy se od sebe opataudkli
skla, mezi kterymi je gel. Od gelu seftmhe horni 6% zaosivaci gel a ofizne se i kousek
horniho rohu u markeru, tim si Ize oziaorientaci gelu. Gel se vloZzi do misky s barvicim
roztokem Brilliant Coomassie Blue apoté se v harvipovdi cca 1,5 minuty za
pomoci mikrovinné trouby. Taktofipraveny gel je zpracovan analyzou obrazu, pomoci

vyuziti pros¥étlovaciho stolku, digitalniho fotoaparatu a softeva&dobe Photoshop.

b) Analyza vzorka surového produktu

Pro analyzuctyt bakterialnich klofi byla provedena lyza btk E. coli pomoci
sonikace naifstroji Soniprep 150, MSE s pouZitim nastavce ntipra intenzitou 8-10 x 10
sec. peruSovanych pufz Analyza surového produktu byla provedena pomtatiteforézy
SDS-PAGE na fistroji Mini Protean (Bio-Rad, spol. s.r.0.) na ystrylamidovém gelu
o hustot 12 %. Vhodna koncentrace akrylamidového gelu wgply molekulové hmotnosti
proteinu PBP2a, ktera je 76 kDa. Gel byl nastedbarven v barvicim roztoku Brilliant

Coomassie Blue a zpracovan analyzou obrazu — vgjigivpros¥étiovaci stolek, digitalni
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fotoaparat a software Adobe Photoshop. Dale nasddaladentifikace proteinu na zakkad
uréeni molekulové hmotnosti z PAA gelu. Po potvrzesdifivni exprese pomoci SDS-PAGE
se vybral jeden bakterialni klon s nejvysSi expeegoté nasledovala jeho purifikace, dialyza

a zjiseni koncentrace finalniho rekombinantniho proteiraxgresniho objemu 2 x 500 ml.

c) Purifikace

Provedeni lyzy biomas¥. coli z daného objemu media (1000 ml) pomoci 30 ml
vazebného pufru 50T; 0,5 ks &snihibitoni proteaz Complete EDTA-free; 0,5 ks Benzonase
nuklease HC a 0,012 g lysozymu vajého bilku. Sms nechat inkubovat 30 minut ve
zkumavce v lednici ip 4 °C. Nasleduje sonikace v ledové lazni riéstpoji Soniprep 150,
MSE s pouzitim nastavce microtip a intenzitou 84i®,dobu 6 x 60 s a centrifugace lyzatu
pii 11000 ot/min po dobu 30 minut na centrifuze Epjueh5804 R. Pro dalSi zpracovani lze
pouzit 30 ml supernatantu. Pro purifikaci byla gtaumetodika metaloafinitni purifikace, kdy
je preparaci mozné prové&dpouze urekombinantnich protéirs 6 x His fuznim tagem.
Hlavnim prongnnym kritériem pi purifikaci jednotlivych proteifi je koncentrace imidazolu
u promyvaciho a etiniho pufru. Purifikace probih& na automatickémtdigim purifikatoru
Profinia Protein Purification System od firmy Bia&a sklada se 2dhto kroki:

» Ekvilibrace kolony

* Pridani objemu pufru, ktery odpovida 15- ti ndsobkijeou matrice (20 ml
vazebného pufru 50T + 1 ml purifikai snmési Complete His-Tag resin),
antigen se navaze na matrici

e 1. promyti, objem pufru odpovida 40- ti ndsobkueomj matrice (40 ml
vazebného pufru 50T)

e 2. promyti, objem pufru odpovida 20- ti ndsobkueomj matrice (20 ml
promyvaciho pufru 50T 2)

* Finalni eluce, objem pufru odpovida 15- ti nasolokjemu matrice (15 ml
elutniho pufru50 T 1)

Po purifikaci byla provedena elektroforéza SDS-PA@EFistroji Mini Protean (Bio-

Rad) na polyakrylamidovém gelu o hustat2 % pro o¥feni cistoty rekombinantniho

proteinu. Gel byl nasled@nobarven v barvicim roztoku Brilliant Coomassie @l(gel byl
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v barvivu na 1,5 minuty povan v mikrovinné trou§) a zpracovan analyzou obrazu —

vyuzivajici pros¥tlovaci stolek, digitalni fotoaparat a software Add®hotoshop.

d) Dialyza

Dialyza nésleduje ihned po purifikaci antigenu &ewi ¢istoty pomoci SDS-PAGE.
Dialyza slouzi k odé&leni velkych molekuly proteih od malych molekul (ndp soli) ges
semipermeabilni membranu (v naSetipact celulozova membrana). Doba dialyzy je 6-18
hodin azavisi na objemu dialyzovaného roztoku gemii do dosaZeni vysledného
teoretickéhdedéni 1:2500. Dialyza probihalags noc fi 4 °C v dialyz&nim stevu (Sfka 43
mm, molekulovd hmotnost cut-off = 14,000), nasledavvynena dialyz&niho pufru za
cerstvy a opt dialyzovat pi 4 °C po dobu 6 hodin. Vysledny objem rekombin&mbn
antigenu PBP2a byl 10,0 ml.

e) Zjisténi koncentrace proteinu PBP2a

Pro zjis€ni koncentrace vysledného produktu byl pouzit BCvbt@in assay kit od
spol&nosti GeneTiCA s.r.o. Celkova koncentrace protegau projevuje zgnou barvy
roztoku ze zelené do purpurové v pom ke koncentraci bilkovin, kdy byla pomoci

kalibrani kiivky namgtena hodnota koncentrace kolorimetrickii,\ypnove délce 450 nm.

4.2.2 Fiprava stripa pro metodu detekce blot-line

» Priprava nitrocelulézové membrany

Membrana se ntaze narezace na velikost 23 x 9,5 cm. VeSkera manipulace
s membranou musi byt provedena pomoci pinzety. Manabse smd minimalnt 10 minut
v destilované votido dokonalého snteni. Poté se membrangepese do misky s blotovacim
pufrem asmé se 30 minut. Poté se membrangenese oft do destilované vody
a proplachne. Z vody se membranasune do roztoku Ponceau'S a barvi se 10 minut na
trepace @i laboratorni teplat, poté se off membrana fenese do destilované vody
apromyje se do stle rizového zbarveni. Takto obarvena membrana se sklagij
laboratorni tepla@t na filtratnim papfe do doby uschnuti. Poté se membrana nalepi na
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plastovou podlozku, ktera jiz ma nanesenou vrstadlgeznim lepidlem a takto vyrobena
karta se ulozi mezi dva fil¢ai papiry do doby dalSiho pouZiti.

* Naneseni rekombinantniho antigenu PBP2a na nitrocelozovou membranu

Naneseni antigenu je provedeno pomotistmje BioDot AD1500 (Obr. 12)
v podobré kapek o objemu 20 nL a roziekapek 0,4 mm vypoudtych v gsné blizkosti
rychle za sebou, tim se docili vyteai celistvé linie. Tentoifstroj je stolni poitatove
fizeny XYZ systém pohybu pro rychlé gepné nanasSeni antigema nitrocelul6zovou
membranu umishou na pracovni ploSe fiptroje. K fenosu na membranu dochazi
bezkontakts, do gedem nastavenych pozic (Obr. 13), za pouZiti #mjeoumpy s mikro-
elektromagnetickym ventilem. Na membranu je zaicvantigenem nanesena kontrolni cutt-

off linie a linie kontroly konjugatu.

Obr. 12 Pristroj BioDot AD 1500, dostupné z: <https://www.that.com/ad1500/>
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Obr. 13 Validatni strip s pozicemi praitdu IgG na membranwv milimetrech.

« Uprava nitrocelul6zové membrany s navazanym proteiem — blokovani, lepeni

etikety, kresleni startovni lineasekani na stripy

Nitrocelul6zovd membrana nespecificky vaze protegigktrostatickymi interakcemi.
Poté, co byl na membranu navazan proteifis{jem BioDot), bylo nutné zablokovat
neobsazena mista na membkrdak, aby nedochazelo k nespecifické vazivotilatek na
membranu. Blokovéani se provadi 30 minut fegp&ce v blokovacim pufru obsahujicim 4 %
kaseinu, poté se membréana viozi na 10 minut dolalesté vody. Po blokaci se stripy viozZi
na filtracni papir aschnou fp laboratorni teplat Na nitrocelul6zovou membranu
S havazanymi proteiny se po usuSeni nalepi etiketea slouzi pro identifikaci a nakresli se
¢ervenou fixou startovni linie v pozici 31 mm od e karty, kterd je wezitd pro
vyhodnocovaci Immunoblot Software. Takto upraveitébcelul6zovd membrana se naseka

na sekace na stripy o definované velikosti 2 mm (Obr. 14).
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Obr. 14 Upravena nitrocelul6zova membrana po nanesergeantiPBP2a.

4.2.3 Provedeni optimalizované metody blot-line pradetekci specifickych protilatek
proti rekombinantnimu antigenu PBP2a

Pred pouzitim se vSechny komponenty musi vytemperoeatt0 min. p laboratorni
teplo€ a musi seikladns promichat. Jednotlivé stripy se vlozi do jamekidaci vaniky.
Nasleduje pipetovaniedinych vzorki sér¢i plazem (1:51 = 1,5 ml univerzalniho roztoku
BLOT + 30 pl vzorku) k jednotlivym stripn. Stripy jsou inkubovany 30 minut s priméarni
protilatkou (sérum pacienta), ktera specificky iatpije s proteiny na membgan v gipac
piitomnosti specifickych protilatek dochazi k jejicazle na separovany antigen. Po promyti
stripu (3x5 min.) je idana sekundarni protilatka pr&it fragmentu lidského imunoglobulinu
IgG, IgM nebo IgA, znéend molekulou alkalické fosfatazy (tzv. konjug&h 30minutové
inkubaci s konjugatem nasledujecopromyti (3x5 min.) a nasledrje pidan na 15 minut
chromogenni substrat (v tomtdipad substratovy roztok NBT/BCIP). Na mista, kde se
navazaly protilatky, alkalicka fosfataza katalyzbgrevnou reakci. Po této inkubaci se stripy
promyji destilovanou vodou (2x5 minut). Celd detekgrobihd fi laboratorni teplat

Nasleduje vysuSeni stfim nalepeni pomoci lepidla na protokol (obr. 15).

Tato optimalizovana metoda blot-line pro detekciedafickych protilatek proti
rekombinantnimu antigenu PBP2a byla provedena esstidvzork lidské plazmy, referemi
pozitivni vzorky byly oznéeny P1 — P30 a referé&m negativni vzorky byly ozri@ny N31 —
N60 a stanoveni préhlo ve tidach imunoglobulii IgG a IgM. Pro ttidu imunoglobulir
IgA bylo pouzito deset referénich pozitivnich vzork lidské plazmy (ozngeny P2, P3, P14,
P15, P16, P17, P20, P24, P25, P2%jcet referetinich negativnich vzotk(ozna&eny N31 —
N60).
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TestLine s r.o. Etitlkova €5, Brmo 612 00, tal fax 341 143 380

PROTOKOL S VYOBRAZENIM VALIDACNIHO STRIPU
PROTOCOL WITH VALIDATION STRIP

BLOT-LINE MRSA

[
P4

itk

e Usn

D) s GmEee Deun

[ IEICOTEET T

o
w

j— el by 23
27
39
&

Strip £ Na i 2 3 4 5 [ 7 - o i0 | 11 | 11 | 1% | 14 | 45 | 16 | 17 | 1B | 1% | 20
Vrarck Samgle
Tacite barmpanob Coemzeges Harfe - aesh
WE sy BB Sepr
UreversSind roxisk  Dndvorral Solusion

Datmm provedes (Dake of Ferf 12
Test proved] (Farformad &) T T

Subrrair ok SCIRNET

Obr. 15 Vzor protokolu pro detekci blot-line MRSA vide IgG.
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Obr. 16 Princip blot-line testu a stény pracovni postup, dostupné z:

<http://www.testlinecd.cz/imunoblot-soupravy-protinologii/c-317/>

4.2.4. Hodnoceni vysledik optimalizované metody blot-line

Po ukorteni detekce byly blot-line stripy nalepeny na vymacbvaci protokol, ktery

byl naskenovan na scanneru a vyhodnotila se irteezabarveni linii kazdého jednotlivého

stripu pomoci softwaru Immunoblot TestLine, spal.cs, podle kritérii uvedenych v Tab. 6,

kdy se zobrazi zaznam jasovych udrovni linii jedagth koncentraci proteinu PBP2a. Na

kazdém stripu je nanesena kontrolni cutt-off linikera slouzi ke kontrole fugkosti

a citlivosti stripu a dale linie pro kontroldifppmnosti @islusnéitidy konjugatu.
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Tab. 6 Kritéria validity softwaru Immunoblot TestLine,@ps.r.o.

Intenzita linie [a.u.] Hodnoceni
0-5,49 Negativni

5,50 - 12,99 Hranieni

> 13,00 Pozitivni

4.2.4.1 Stanoveni diagnostické citlivosti (senziyiy

Klinicka senzitivita je schopnost testu spréawncit nemocné jedince, jinymi slovy
pocet spravl nemocnych. Stanovuje se na pangbzitivnich sér. Jejich pozitivita je znama
z jinych nezavislych zdréj(metod), ¥etné klinického obrazu.

Pozn.Hraniéni vysledky jsou povazovany za nehodnotitelnéiadiyse.

e \ypocet:

pocet pozitivnich vysledk

Diagnosticka citlivost v % = 100

celkovy pa@et testovanych vzotk

4.2.4.2 Stanoveni diagnostické specifity

Klinicka specificita je schopnost testu spréwylowit jedince, kté nemaji dané
onemocgni, jinymi slovy p@et sprave zdravych.Stanovuje se na panehegativnich sér.
Jejich negativita je znama z jinych nezavislychopd(metod), ¥etre klinického obrazu.

Pozn.Hraniéni vysledky jsou povaZzovany za nehodnotitelnéiadiyse.

e \ypocet:

paet negativnich vysledk

Diagnosticka specifita v % = 300

celkovy poet testovanych vzotk

67



4.2.4.3 Stanoveni celkové diagnostické shody (@féiqg

Efektivita je procento spraen klasifikovanych pacieiit jako zdravych nebo
nemocnych. Stanovuje se na panelu pozitivnich atmagch sér. Jejich pozitivitai
negativita je znama z jinych nezavislych zdr@netod), ¥etre klinického obrazu. Ret sér
— minimalré 10 hodnotitelnych.

Pozn.Hraniéni vysledky jsou povaZzovany za nehodnotitelnéiadiyse.

e \ypocet:

paet pozit. a negativ. vysledk

Celkova diagnosticka shoda v % = x 100

celkovy poet testovanych vzotk

4.2.4.4 Stanoveni opakovatelnosti (intra—assay)

Opakovatelnost je preciznostérani stanovena za podminek opakovatelnosti (tzn.
v jedné laboratid, stejnym operatorem, na stejnén¥isfroji, bthem jednoho dne).
Optimalizovana blot-line detekce se provedlaismt vzorky, v zastoupeni pozitivni (P29 pro
IgG, P24 pro IgA), hrakini (N42 pro 1gG, N33 pro IgA) a negativni (N52 pgés, N38 pro
IgA). Vzorky byly 16x analyzovany v jednom experinte. Pro kazdy vzorek se pomoci
softwaru odeetly hodnoty intenzity zabarveni specifickych ligiivypc@itala se pimérna
hodnota vysledk snérodatnd odchylka a vatiai koeficient. Nasledh se vypgitala

smeérodatna odchylka a vatiai koeficient pro cely rozsahdgteni.

e Vypocty:
o v _ Z XI
Primer X =
n
Y,
Smerodatna odchylka vyirova SD, = |E(xu X
-\l Ty — 1
Variagni koeficient CV, = — X100
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Presnost a relativniipsnost pro cely rozsah

SD= (n,-Ds’+(n,-1s;.....0-Ds;
-+, =D....00 -2

CV:\/(nl—l)vf+(n2—1)v22 ...... O, -1V}
(n-D+(n,-1)...... M, -1

4.2.4.5 Stanoveni reprodukovatelnosti (inter—assay)

Reprodukovatelnost je preciznostieni ziskana zaiznych podminek (tzn. vaznych
laboratdich, fiznymi operatory, s pouZzitimiznych vyrobnich Sarzi komponentiznych
zaizeni av delSim¢asovém intervalu). Za timtocélem byla opakovan (v Sestnacti
nezavislych stanovenich) provedena optimalizovatui-line detekce seiémi vzorky,

v zastoupeni pozitivni (P29 pro IgG, P24 pro IgAjancni (N42 pro IgG, N33 pro IgA)
a negativni (N52 pro IgG, N38 pro IgA). Jednotliséanoveni se liSila dnem provedeni
a kombinacemi Sarzi vSech pouzitych slozek, detskgqarovedla na dvouznych z#izenich.
Na stanoveni se podilelfi tpracovnici laborati®. Pro kazdy vzorek se pomoci softwaru
odeietly hodnoty intenzity zabarveni specifickych lidivypcitala se pkmérna hodnota
vysledii, snerodatnda odchylka a vatini koeficient pro kazdou koncentrd hladinu
testovaného vzorku. Nasletlse vypditala snérodatna odchylka a vatiai koeficient pro

cely rozsah &eni.

e Vypocty:

) W Ev2 Z XI

Primér X=
n
v e ~ , |E(xl R Elj 2
Smérodatna odchylka vydsova sD.= | J
: -\I Ty — 1
Variacni koeficient cv,= _i X100
x.
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Presnost a relativniipsnost pro cely rozsah

SD:\/(nl—l)sf+(n2—l)s§ ...... 0, -1 s
(n-D)+(n,-1...... ()]

CV:\/(nl_l)Vlz-"(nz_l)sz ...... (L
(n,-D+(n,-1.....00, -1

4.2.5. Navrh podoby blot-line soupravy MRSA

Blot-line souprava MRSA obsahuje 20 sirigbarevné odliSeni strip dle tidy
konjugatu, IgG modra nebo IgA zelendipadreé IgM ¢ervend). Souprava byda obsahovat
pozitivni a negativni kontroly (sloZzené z pozitivai ¢i negativniho séraifedného
v Univerzalnim roztoku BLOTjedéni 1:51) umo#ujici validaci testu. VSechny roztoky
budou dodavany jiz v pracovnitedini. Soupravu je mozno zpracovavat postijpoztoky
budou dodany v dostateém nadbytku. Expiraci by bylo mozno stanovit az zkouSce
stability. Vyhodou soupravy je kratka inkuipé doba, celkovd doba vy$enhi je asi 1,5
hodiny, dale vysoka specifita a citlivost testuuf@va musi obsahovat tyto komponenty:
blot-line stripy, konjugat f#slusné itidy imunoglobulinu, substratovy roztok, univerzalni
roztok, negativni a pozitivni kontroly, protokolgobrazenim validaniho stripu, pracovni
navod, pipadré Sablonu pro oko metrické vyhodnoceni, blotové kigtevantky, prihledna

samolepici folie naiplepeni strip (Obr. 17).
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Obr. 17 Kompletni sada soupravy blot-line MRSA.

5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Fiprava rekombinantniho antigenu PBP2a

Pro gipravu diagnostické soupravy bylo nejprve ipba vyrobit rekombinantni
protein PBP2a z biomasy bakterialniho klonu ba&tenethicilin rezistentnStaphylococcus
aureus Z Masarykovy univerzity byly dodanstyii bakterialni pelety. Nasledovala sonikace
a analyza surového produktu pomoci denaturujicieprové elektroforézy: SDS-PAGE. Po
nasledném i@dlEZném screeningu exprese genu z SDS-PAGE vykazoyay38é expresi
bakterialni klon¢. 2. Molekularni hmotnost proteinu PB2a jébpzn¢ 76 kDa a z tohoto
divodu byly sledovany intenzity prouikv této oblasti. Celkovy protein (rozpustny
i nerozpustny) byl ziskan smichanim vzorku sdydan pufrem T10, rozpustny protein byl
ziskan ze supernatantu po d@gddtni (Obr. 18).
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Obr. 18 Polyakrylamidovy gel o hust®tl2 % ziskany pomoci SDS-PAGE, 4 bakterialni
klony. Cervena elipsa zmavyskyt optimalniho mnoZzstvi proteinu PB2a o vetiki cca 76
kDa. Barveni gelu praihlo v barvicim roztoku Brilliant Coomassie Bluekgastandard byl

pouzit Black protein ladder od spoi®sti Central European Biosystems, spol. s.r.o.

Po potvrzeni pozitivni exprese pomoci SDS-PAGEsked@aém vybru bakteridlniho
klonu ¢. 2, nasledovala jeho purifikace a eluce. Purifkaceluce probihala na automatickém
digitalnim purifikatoru Profinia Protein Purificati Systém. Tento systém se sklada
z rekolika kroki, které byly nasledn naneseny na SDS-PAGE. Z Obr. 19 je patrné, ze
purifikace a vysledna eluce prod&eni spravnosti procesu adeni ¢istoty rekombinantniho
proteinu probhla zcela bezproblémeéyv Po purifikaci a eluci nasledovala dialyzdi které
byly oddleny velké molekuly protein od malych molekul (ndp soli) ges celul6zovou
membranu. Po dialyze byl zifen vysledny objem rekombinantniho antigenu, ktedyl®,0
ml. Nésled& byla kolorimetrickym mifenim pomoci BCA protein assay kitu z}isa
koncentrace rekombinantniho proteinu PBP2a, ktg@®59 mg/ml.

72



Obr. 19 Polyakrylamidovy gel o hus®tl2 % ziskany pomoci SDS-PAGE, klar2. Vzorky
byly ziskany z purifikace a finalni eluce. Barveelu prokhlo v barvicim roztoku Brilliant
Coomassie Blue, jako standard byl pouzit Blackegiroladder od spoteosti

Central European Biosystems, spol. s.r.o.

5.2 Uvodni titrace antigenug. 1, pro t¥idu imunoglobulinia 1gG

Uvodni analyza byla provedena viédé imunoglobuliri IgG, je to nejpoetrgjsi
skupina protilatek véte, tvai 3% vSech protilatek v séru ajsou sekundarni lat&tu
u infekci, které jiz organismus préldl. Rekombinantni antigen PBP2a (c= 0,59 mg/ml) by
naredEn na Sest koncentraci: c= 0,05; 0,01; 0,25; 045;00,50 mg/ml v dialyzmim Tris
pufru, na konény objem 160,0 ul. Tyto koncentrace byly naneseayniirocelul6zovou
membranu. Poté byla provedena detekce tsippipmoci optimalizované metody blot-line, za
pouziti Sesti koncentraci konjugatu IgG (1:100@,500, 1:2000, 1:2500, 1:3000, 1:3500).
Bylo testovano Sedesat vzérkdské plazmy, refer@mi pozitivni vzorky byly oznéeny P1 —
P30 areferetni negativni vzorky byly ozmany N31 — N60. Pozitivni vzorky maji
potvrzenou diagnOzu, tito pacienti bylicéhi na MRSA. Ziskané vysledky pro vybrané
koncentrace antigenu a konjugatu jsou uvedenywkabh (Tab. 7-12).
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Tab. 7 Antigen PBP2a, hodnoty intenzity zabarveni liaiu[],fedni konjugétu IgG 1:1000.

Koncentrace antigenu PBP2a

Koncentrace antigenu PBP2a

[mg/ml] [mg/ml]

Cislo vzorky 0,05 0,10 0,25 0,40 0,45 0,58Qislo vzorku 0,05 0,10 0,25 0,400,45 0,50
P1 471 431 15,69 20,00 25,10 24,31 N31 0,00 0,00 196 2,75 392 3453
P2 2,35 3,92 10,20 12,1614,90 14,51 N32 0,00 0,00 157 392 471 3453
P3 6,27 8,63 27,45 32,16 32,55 34,12 N33 0,00 0,00 3,14 7,06 549 471
P4 431 6,67 18,04 21,96 2353 2353 N34 157 1,18 314 431 510 5,410
P5 6,27 8,63 20,39 24,71 28,63 29,02 N35 0,00 012 235 353 431 431
P6 431 6,27 17,25 21,18 24,31 22,15 N36 0,00 0,00 1,18 2,75 314 275
P7 941 12,1629,41 32,16 35,29 33,13 N37 0,74 118 2,75 353 471 4741
P8 21,18 24,31 36,47 38,43 38,82 3961 N38 029 0,78 196 314 392 3453
P9 26,27 30,20 44,71 46,27 47,84 44131 N39 19 1,18 3,14 392 510 4791
P10 8,63 9,80 51,37 54,12 54,51 57,25 N40 1,18 1,18 5,49 7,06 9,02 9,80
P11 17,25 21,96 36,86 39,61 41,18 40,78 N41 235 196 431 510588 5,10
P12 549 824 20,00 23,92 25,88 26,67 N42 1,18 0,78 314 392 549 510
P13 392 4731 20,00 25,10 27,84 29,80 N43 0,00 0,00 235 314 510 4,41
P14 16,47 21,57 35,69 38,04 39,61 3843 N44 0,00 000 1,18 157 275 235
P15 43,92 50,20 56,08 58,82 59,22 5843 N45 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00
P16 10,98 12,9425,88 29,41 30,59 29,80 N46 0,00 0,39 431588 824 744
P17 12,94 17,65 31,37 34,51 36,47 37p5 N47 0,00 0,00 0,78 157 3,14 2,45
P18 13,73 17,65 31,76 34,51 36,47 34,90 N48 039 039 235 353 471 431
P19 10,98 14,51 27,84 31,76 34,12 32p4 N49 0,78 0,78 353 431 549 510
P20 9,02 12,1624,71 29,41 32,16 32,45 N50 0,39 0,00 2,75 314 353 353
P21 8,24 10,2020,39 21,96 23,92 2343 N51 0,00 039 039 235 3,14 314
P22 510 5,88 14,12 17,25 19,61 19,61 N52 1,18 1,18 19 392 392 392
P23 6,67 9,02 21,18 24,71 26,27 28,63 N53 0,00 039 157 824 7,84 7,04
P24 1,18 2,35 13,73 16,86 21,18 21,18 N54 0,78 157 3,14 784 7,84 8,24
P25 353 3,92 30,59 37,25 40,78 41,18 N55 196 392 588 10,98 10,59 10,49
P26 10,59 11,3750,20 54,90 55,69 53,13 N56 0,39 118 3,53 8,24 10,20 10,5p
P27 549 7,06 23,14 25,88 30,20 29,02 N57 1,18 157 235 6,27 6,67 7,06
P28 17,65 23,14 42,35 4549 46,27 4549 N58 0,00 0,78 235 392 471 4741
P29 40,00 49,80 51,76 55,69 54,51 57|65 N59 0,78 235 392 784 824 8,63
P30 23,53 33,73 44,31 50,98 50,20 51137 N60 196 314 4,71 784 745 8,24
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Tab. 8 Antigen PBP2a, hodnoty intenzity zabarveni liaiu[],fedni konjugétu IgG 1:1500.

Koncentrace antigenu PBP2a

Koncentrace antigenu PBP2a

[mg/ml] [mg/ml]

Cislo vzorky 0,05 0,10 0,25 0,40 0,45 0,58Qislo vzorku 0,05 0,10 0,25 0,400,45 0,50
P1 10,98 14,51 31,37 35,29 39,22 384 N31 0,39 000 157 157 275 2,45
P2 6,27 745 16,08 18,43 20,78 20,18 N32 0,39 0,00 235 353 471 4741
P3 10,98 13,73 38,82 45,10 45,10 48p4 N33 0,78 0,78 4,31 8,63 9,02 8,24
P4 10,59 13,73 34,90 38,04 41,18 4588 N34 157 157 392 4316,27 5,88
P5 11,76 15,29 34,12 38,43 42,35 40,89 N35 2,75 2,75 7,45 941 1294 11,16
P6 8,63 12,1628,24 32,94 36,47 36,47 N36 1,18 157 627 7,84 1059 10,49
P7 14,90 19,61 41,18 45,49 47,06 47,06 N37 196 1,18 392 4,716,67 6,27
P8 38,04 44,71 52,16 55,69 55,69 56/47 N38 157 1,18 549 549784 6,67
P9 33,73 40,78 50,98 52,55 50,59 54112 N39 196 235 431588 902 7,04
P10 2,75 4,31 34,90 46,27 47,06 49,80 N40 157 196 7,84 9,80 1294 12,16
P11 19,61 27,06 44,31 47,84 48,63 48,63 N41 1255 8,24 15,29 16,08 16,86 19,22
P12 6,67 10,2023,14 26,67 30,20 29,80 N42 275 235 510 431745 6,67
P13 784 745 30,59 3451 37,65 38,32 N43 196 235 549 6,67 1059 9,41
P14 20,00 26,27 41,18 46,27 46,27 47|45 N44 0,78 039 275 353 431 392
P15 47,06 55,29 59,61 62,35 60,39 6392 N45 0,00 0,00 000 0,00 1,18 1,8
P16 15,29 21,96 37,25 41,18 41,96 41196 N46 157 235 6,27 824 1059 94l
P17 16,47 21,57 41,96 44,71 46,27 46|27 N47 2,75 2,75 10,98 14,12 15,69 16,08
P18 20,00 25,10 43,14 46,67 47,06 46|67 N48 19 235 6,27 6,67 902 941
P19 14,51 20,00 38,04 42,35 42,35 44,71 N49 157 157 7,06 7,84 10,20 11,16
P20 10,98 14,90 31,76 36,86 38,82 39,p2 N50 275 196 7,06 745 10,20 94l
P21 10,98 14,90 26,67 29,02 30,20 3069 N51 0,00 0,00 0,00 0,78 157 118
P22 6,27 745 20,39 23,92 28,63 29,02 N52 039 039 078 19 235 2,35
P23 6,67 9,41 2353 30,98 33,33 32,94 N53 0,00 0,39 1,18 6,67 4,71 5,10
P24 392 549 18,82 22,75 27,84 2745 N54 1,18 1,18 2,75 588 6,67 7,06
P25 10,20 10,5943,92 50,59 53,33 54,51 N55 0,78 2,75 392 784 7,06 7,44
P26 2,75 3,92 29,80 41,96 48,63 51,16 N56 0,00 0,00 2,75 6,27 824 7,04
P27 6,67 9,80 28,24 32,55 38,43 38,04 N57 039 118 275 471 471 471
P28 23,53 32,16 51,76 56,08 53,33 5882 N58 0,00 0,00 000 0,78 0,78 1,18
P29 40,00 52,94 52,94 57,65 55,29 5843 N59 039 118 2,75 549588 5,88
P30 22,75 36,47 45,10 50,20 49,80 52|16 N60 157 196 4,31 627 7,06 7,06
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Tab. 9 Antigen PBP2a, hodnoty intenzity zabarveni liaiu[],fedni konjugétu IgG 1:2000.

Koncentrace antigenu PBP2a Koncentrace antigenu PBP2a
[mg/ml] [mg/ml]

Cislo vzorky 0,05 0,10 0,25 0,40 0,45 0,58Qislo vzorku 0,05 0,10 0,25 0,400,45 0,50
P1 510 8,63 20,78 26,67 29,80 31,37 N31 0,39 1,18 5,10 9,02 10,20 10,9B
P2 2,75 510 10,98 1451 16,86 18,04 N32 157 235 7,45 13,33 14,90 15,6P
P3 392 745 24,71 33,33 34,12 3843 N33 0,78 3,30 7,06 12,94 12,1613,73
P4 510 9,02 22,75 27,84 28,63 31,6 N34 039 039 235 353 431 4,41
P5 588 9,02 21,96 29,02 33,33 33,13 N35 157 235 7,06 11,7614,12 14,12
P6 353 6,67 16,47 21,18 25,10 25,88 N36 0,00 1,18 4,71 6,27 7,84 8,24
P7 6,67 10,5924,31 30,59 34,12 34,51 N37 039 0,71 431 5107,06 7,84
P8 18,82 26,67 39,22 45,10 44,31 4549 N38 0,38 0,39 431 6,67 8724 8,63
P9 25,10 32,16 43,92 48,63 49,41 50,98 N39 0,00 039 275 392 510 510
P10 2,35 5,10 26,67 38,43 43,14 43,92 N40 0,78 196 510 7,06 9,02 8,63
P11 9,80 14,90 31,76 35,29 37,25 38,04 N41 353 392 12,16 16,08 17,25 17,6p
P12 431 6,27 16,47 20,00 24,31 24,71 N42 039 0,78 3,14 4,716,27 6,67
P13 431 6,27 23,53 30,59 32,55 34,12 N43 1,18 157 4,71 667 8,63 941
P14 10,59 17,25 30,59 36,47 36,47 384 N44 19 157 7,06 12941451 1451
P15 36,86 48,63 55,29 59,61 58,82 6000 N45 0,00 0,00 000 0,78 157 196
P16 6,27 10,2022,35 24,31 27,45 2745 N46 19 235 6,27 8,63 10,59 1098
P17 6,27 10,5923,53 27,84 30,20 30,59 N47 235 235 9,80 15,69 18,82 18,8
P18 10,59 18,43 32,94 37,25 38,43 40,00 N48 0,78 157 5,10 824 980 113
P19 7,06 13,33 27,06 31,76 34,12 35pP9 N49 1,18 157 4,71 667 8,63 8.2
P20 510 10,20 23,53 29,02 30,20 32,16 N50 1,18 157 5,10 941 9,02 10,2
P21 6,67 10,9821,57 24,31 25,10 25,88 N51 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,0
P22 157 3,14 10,59 1451 17,65 18,82 N52 0,00 0,00 0,00 0,00 039 0,18
P23 392 745 17,65 24,71 25,88 26,67 N53 0,00 0,00 000 0,78 157 1,18
P24 196 3,14 10,98 16,08 19,22 20,39 N54 0,00 0,00 000 0,39 0,78 1,18
P25 157 3,92 23,14 3255 3569 38,04 N55 044 000 000 19 157 196
P26 2,35 3,53 15,69 28,24 37,25 37,65 N56 0,00 0,00 0,78 392 510 510
P27 510 8,63 23,92 30,59 32,94 3490 N57 0,00 0,00 000 0,39 0,78 0,{8
P28 2196 24,31 41,57 47,06 48,24 52|94 N58 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,0
P29 36,47 44,71 50,59 55,69 59,61 60,39 N59 0,00 0,00 1,18 353 4,71 431
P30 22,35 27,84 40,39 44,31 46,67 4824 N60 0,00 0,78 2,75 314 353 353
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Tab. 10 Antigen PBP2a, hodnoty intenzity zabarv. liniu[&.redéni konjugétu IgG 1:2500.

Koncentrace antigenu PBP2a

Koncentrace antigenu PBP2a

[mg/ml] [mg/ml]

Cislo vzorky 0,05 0,10 0,25 0,40 0,45 0,58Qislo vzorku 0,05 0,10 0,25 0,400,45 0,50
P1 0,00 0,00 157 314 471 392 N31 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P2 0,00 0,78 196 353 431 510 N32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
P3 0,00 0,00 6,27 7,84 10,20 12,46 N33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
P4 0,00 0,00 196 4,316,227 5,88 N34 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0
P5 0,00 0,00 2,75 510824 7,84 N35 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P6 0,00 0,00 1,18 2,75 392 392 N36 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P7 0,00 0,00 392 6,67 941 9,84 N37 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P8 275 471 12,16 13,33 14,12 1520 N38 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0
P9 353 824 17,25 2157 23,14 23,14 N39 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
P10 0,00 0,00 18,82 25,88 30,59 30,20 N40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
P11 029 0,78 7,84 9,80 10,98 10,98 N41 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0
P12 0,00 0,00 235 471745 7,84 N42 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P13 0,00 0,39 4,71 863 11,37 11,78 N43 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P14 1,18 2,75 10,20 12,941451 14,12 N44 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P15 0,00 0,00 3,14 392 510 549 N45 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
P16 0,00 0,00 235 353 471 549 N46 0,26 0,00 0,00 0,00 000 0
P17 0,00 052 7,84 10,20 12,16 11,6 N47 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
P18 0,00 0,00 5,10 7,06 8,63 105p N48 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
P19 0,00 0,00 6,27 7,84 902 7,84 N49 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P20 0,00 0,00 6,27 745 941 863 N50 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P21 0,00 0,00 353 3926,67 4,71 N51 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P22 0,00 0,00 3,14 431706 745 N52 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
P23 0,00 0,00 1,18 510 353 353 N53 0,00 0,00 036 0,30 0,00 04
P24 0,00 0,00 000 19 3,14 353 N54 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
P25 0,00 0,00 3,14 7,45 11,7613,33] N55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
P26 0,00 0,00 20,00 27,06 27,84 26,27 N56 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P27 0,00 0,00 353 431784 7,06 N57 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P28 0,00 196 11,37 1451 16,47 16,08 N58 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P29 21,18 34,51 41,96 47,84 48,224 4980 N59 0,00 0,00 0,19 0,00 0,00 0
P30 8,24 17,65 25,10 29,80 31,76 3461 N60 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0
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Tab. 11 Antigen PBP2a, hodnoty intenzity zabarv. liniu[&.redéni konjugétu IgG 1:3000.

Koncentrace antigenu PBP2a

Koncentrace antigenu PBP2a

[mg/ml] [mg/ml]

Cislo vzorky 0,05 0,10 0,25 0,40 0,45 0,58Qislo vzorku 0,05 0,10 0,25 0,400,45 0,50
P1 0,00 0,00 196 549627 6,67 N31 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P2 039 157 392 6,67 745 7,84 N32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
P3 0,00 196 941 14,12 1451 16,08 N33 0,00 0,00 0,31 0,00 000 0
P4 0,00 0,00 4,31 824 9,02 102p N34 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0
P5 0,00 0,39 5,1010,20 10,98 11,76 N35 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P6 0,00 0,07 353 7,06 824 941 N36 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P7 0,00 3,14 10,20 16,08 17,25 19,2 N37 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0(
P8 314 745 14,90 18,04 17,25 1843 N38 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0
P9 7,84 1843 24,71 29,80 30,59 3265 N39 0,00 0,00 000 0,39 1,18 14
P10 0,00 6,27 25,88 36,47 39,22 41,18 NA40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
P11 196 4,71 13,33 16,86 17,25 18,82 N41 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0
P12 0,00 157 6,67 9,80 12,1613,33 N42 0,00 0,00 000 0,78 157 14
P13 0,00 0,00 3,9210,98 12,9415,69 N43 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P14 2,75 7,06 13,33 16,86 18,04 19,61 N44 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0(
P15 21,18 32,16 41,18 42,75 42,75 4353 N45 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
P16 1,18 353 7,84 11,37 11,76 12,94 N46 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
P17 0,76 5,10 11,37 1569 17,65 1848 N47 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
P18 0,00 2,35 941 12,5513,33 15,29 N48 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
P19 0,00 353 7,45 12,5513,33 14,9( N49 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P20 0,00 196 824 125514,90 16,84 N50 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P21 0,39 196 5,10 824 824 9.8( N51 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P22 0,00 0,78 549 941 11,37 1294 N52 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
P23 0,00 0,00 4,31 6,67 7,06 13,33 N53 0,00 0,00 058 0,00 000 0
P24 0,00 0,00 157 7,06 7,84 941 N54 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
P25 0,00 0,00 5491569 17,65 1848 N55 0,00 0,00 0,00 0,00 039 1,
P26 0,00 5,88 28,24 38,43 40,78 41,18 N56 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P27 0,00 0,00 7,06 12,1615,29 15,29 N57 0,00 0,00 0,00 0,00 000 04
P28 0,78 9,41 18,04 24,71 24,71 27,06 N58 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0(
P29 18,82 33,33 39,22 42,75 43,14 4353 N59 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0
P30 196 9,02 16,47 22,75 23,92 25,10 N60 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0
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Tab. 12 Antigen PBP2a, hodnoty intenzity zabarv. liniu[&.redéni konjugétu IgG 1:3500.

Koncentrace antigenu PBP2a Koncentrace antigenu PBP2a
[mg/ml] [mg/ml]

Cislo vzorky 0,05 0,10 0,25 0,40 0,45 0,58Qislo vzorku 0,05 0,10 0,25 0,400,45 0,50

P1 0,00 000 0,78 235 510 4,31 N31 0,78 0,00 039 039 0,78 1,]
P2 0,00 0,00 314 4316,27 6,27 N32 1,18 0,78 0,78 235 196 24
P3 0,00 0,00 9,02 1059 12,16 1294 N33 0,00 0,00 353 2,75 3,14 4,1
P4 0,00 0,00 392 6,67 8,24 941 N34 0,00 000 0,78 118 1,18 1,1
P5 0,00 0,00 392 7,06 8,63 10,20 N35 039 0,78 157 157 235 2,1
P6 0,00 0,00 3,14 5496,67 7,84 N36 0,00 0,00 0,78 0,78 0,72 11
P7 0,00 0,78 7,45 11,7614,12 14,551 N37 0,00 0,00 0,00 0,00 039 0,1
P8 3,14 588 13,73 16,08 17,25 16,86 N38 0,39 039 118 157 2,35 2,1
P9 8,63 12552353 27,84 2824 29,02 N39 0,39 1,18 1,18 2,75 3,92 3]
P10 0,00 0,00 16,47 27,84 3255 34,12 N40 0,00 039 235 314 392 39
P11 157 4,31 12,16 1569 16,86 16,86 N41 157 157 2,75 4,71 431 4,

6

|

I

P12 000 118 6,67 980 11,37 11,1 N42 012 0,78 118 157 196 23
P13 039 000 4,71 980 12,16 129 N43 039 078 118 19 235 14
P14 157 392 12,55 15,29 15,69 164 N44 000 039 118 235 235 2]
P15 19,22 2549 35,29 37,65 38,04 3843 N45 0,00 0,00 000 0,00 000 04
P16 0,00 0,00 549 863 9,80 105p N46 039 039 118 157 275 2]
P17 1,18 235 9,80 12941451 15,69 N47 0,00 0,00 039 157 235 2]
P18 0,29 3,14 10,59 13,33 14,51 156P N48 039 039 078 157 19 14
P19 0,00 19 941 12551451 1529 N49 0,00 000 0,00 039 0,78 04
P20 000 029 7,06 980 11,37 12495 NSO 0,00 000 0,00 0,00 039 0,1
P21 118 196 4,71 5496,67 7,06 N51 0,00 000 0,00 0,78 196 23
P22 157 157 549 824 941 1020 N52 0,00 039 1,18 157 196 23
P23 1,18 1,18 549 5,105,88 10,59 N53 0,00 0,78 196 392 392 5]
P24 0,00 0,00 196 314 5,495:88 N54 0,00 039 196 314 392 443
P25 157 2,75 16,47 25,88 29,02 30,98 NS5 0,00 0,00 012 157 235 23
P26 196 2,35 2588 37,25 41,57 44,31 N56 000 039 157 275 314 34
P27 431 510 14,51 20,00 21,96 24,31 NS57 000 0,78 19 392 431 41
P28 9,41 13,33 29,41 34,51 36,86 3843 N58 0,00 000 0,78 19 196 14
P29 26,27 37,65 45,10 48,24 47,84 51176 N59 0,00 0,00 1,18 2,75 353 34
P30 11,76 20,39 31,76 36,86 38,82 41[18 NGO 0,00 0,00 066 314 314 34

W NOFPDNOOORFPOOIOUIOOEF OO 01O Ulo Ok, NP Oo1Too N 010 O o

Po ukeni vybranych koncentraci antigenu PBP2a a konjulgf® a nasledné detekci
a po vyhodnoceni hodnot intenzity zabarveni linflabvypciitana diagnosticka citlivost,
diagnosticka specifita a celkova diagnosticka sh¢@iab. 13-18). Vhodné koncentrace
antigenu a konjugatu jsou takovéj kterych je diagnosticka citlivost, diagnostickaesifita
a celkova diagnosticka shoda co nejblize had60 % a podet hranénich vysledk je co

nejnizsi.
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Tab. 13Diagnosticka citlivost, diagnostick& specifitacdkova diagnosticka shoda vyslédk
pro vybrané koncentrace konjugatu Igiskpncentraci antigenQ,05 mg/ml

Koncentrace konjugatu IgG
1:1000 1:1500 1:2000 1:2500 1:3000 1:350¢

Referegni panel pozitivnich vzotk

Pozitivni 30 9 13 6 1 2 2
Hranini 0 11 14 9 1 1 3
Negativni 0 10 3 15 28 27 25

Referegni panel negativnich vzaik

Pozitivni 0 0 0 0 0 0 0
Hranini 0 0 1 0 0 0 0
Negativni 30 30 29 30 30 30 30
I
Shoda pozitivnich vysledi(citlivost) 47,37% 81,25% 28,57% 3,45% 6,90% 741%

Shoda negativnich vysletlkspecifita) | 100,00% 100,00% 100,00% 100,00% 100,0094100,00%
Celkova diagnost. shoda (efektivita 79,59% 93,33% 596, 52,54% 54,24% 56,14%

Tab. 14 Diagnosticka citlivost, diagnostick& specifitacdkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugatu Igiskmncentraci antigenQ,10 mg/ml

Koncentrace konjugatu IgG
1:1000 1:1500 1:2000 1:2500 1:3000 1:350(0

Refererni panel pozitivnich vzork

Pozitivni 30 11 19 10 2 3 4
Hrangni 0 14 8 14 1 6 2
Negativni 0 5 3 6 27 21 24

Refererni panel negativnich vzaik

Pozitivni 0 0 0 0 0 0 0
Hranini 0 0 1 0 0 0 0
Negativni 30 30 29 30 30 30 30

Shoda pozitivnich vysledKcitlivost) 68,75% 86,36% 62,50% 6,90% 12,50% 14,29%
Shoda negativnich vysletlkspecifita) [ 100,00% 100,00% 100,00% 100,00% 100,00%100,00%
Celkova diagnost. shoda (efektivita 89,13% 94,12% 9686, 54,24% 61,11% 58,62%
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Tab. 15Diagnosticka citlivost, diagnostick& specifitacdkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugatu Igiskpncentraci antigenQ,25 mg/ml

Referegni panel pozitivnich vzotk

Koncentrace konjugatu IgG

Pozitivni 30
Hranini 0
Negativni 0

Referegni panel negativnich vzaik

Pozitivni 0
Hrangni 0
Negativni 30

Shoda pozitivnich vysledicitlivost)
Shoda negativnich vysleiikspecifita)
Celkova diagnost. shoda (efektivita

1:1000 1:1500 1:2000 1:2500 1:3000 1:3500
e ——
29 30 27 5 10 10
1 0 3 8 9 9
0 0 0 17 11 11
[ —
0 1 0 0 0 0
1 8 7 0 0 0
29 21 23 30 30 30
100,00% 100,00% 100,00% 22,73% 47,62% 47,6
100,00% 95,45% 100,00% 100,00% 100,0096100,00%
100,00% 98,08% 0,006 67,31% 78,43% 78,43%

%

Tab. 16 Diagnosticka citlivost, diagnostick& specifitacdkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugatu Igiskmncentraci antigenQ,40 mg/ml

Koncentrace konjugatu IgG

%

1:1000 1:1500 1:2000 1:2500 1:3000 1:350(
Refereini panel pozitivnich vzoik
Pozitivni 30 29 30 30 7 14 13
Hranini 0 1 0 0 10 15 11
Negativni 0 0 0 0 13 1 6
I T —
Refererni panel negativnich vzakk
Pozitivni 0 0 2 3 0 0 0
Hranini 0 10 15 12 0 0 0
Negativni 30 20 13 15 30 30 30
Shoda pozitivnich vysledkcitivost) 100,00% 100,00% 100,00% 35,00% 93,33% 68,42
Shoda negativnich vysletlkspecifita) | 100,00% 86,67% 83,33% 100,00% 100,00%100,00%
Celkova diagnost. shoda (efektivita 100,00% 9556% ,7938 74,00% 97,78% 87,76%




Tab. 17 Diagnosticka citlivost, diagnostick& specifitacdkova diagnosticka shoda vyslédk
pro vybrané koncentrace konjugatu Igiskpncentraci antigenQ,45 mg/ml

Koncentrace konjugatu IgG
1:1000 1:1500 1:2000 1:2500 1:3000 1:3500

Refererni panel pozitivnich vzotk

Pozitivni 30 30 30 30 8 18 16
Hranini 0 0 0 0 15 12 12
Negativni 0 0 0 0 23 0 2

Referewni panel negativnich vzaik

Pozitivni 0 0 2 5 0 0 0
Hranini 0 10 10 12 0 0 0
Negativni 30 20 18 13 30 30 30

Shoda pozitivnich vysledkcitlivost) 100,00% 100,00% 100,00% 53,33% 100,00% 88,89
Shoda negativnich vysletlkspecifita) | 100,00% 90,00% 72,22% 100,00% 100,00%6100,00%
Celkova diagnost. shoda (efektivita 100,00% 96,00% 5839 84,44% 100,00% 95,83%

Tab. 18Diagnosticka citlivost, diagnostick& specifitacdkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugatu Igiskmncentraci antigenQ,50 mg/ml

Koncentrace konjugatu IgG
1:1000 1:1500 1:2000 1:2500 1:3000 1:3500

Refereini panel pozitivnich vzoik

P ozitivni 30 30 30 30 9 21 16
Hranini 0 0 0 0 13 9 13
Negativni 0 0 0 0 8 0 1

Refererni panel negativnich vzakk

Pozitivni 0 0 2 6 0 0 0
Hranini 0 9 19 11 0 0 0
Negativni 30 21 9 13 30 30 30

Shoda pozitivnich vysledi(citlivost) 100,00% 100,00% 100,00% 52,94% 100,00% 94,17
Shoda negativnich vysletlkspecifita) | 100,00% 81,82% 68,42% 100,00% 100,00%100,00%
Celkova diagnost. shoda (efektivita 100,00% 95,12% ,768% 82,98% 100,00% 97,87%

Uvodni titrace prokazala, zéipraveny antigen PBP2a (o c= 0,59 mg/ml) je ftmik
Pri pouziti vhodné koncentrace antigenu a konjugatuzliskat zazeni referetnich vzorki
podle jejich diagnostického gazeni (tj. pozitivni nebo negativni).
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Z vysledki diagnostické citlivosti, diagnostické specifitg@elkové diagnostické shody
(Tab. 13-18) je patrné, ZeimizSich koncentracich antigenu PBP2a nez 0,25ming
celkova diagnosticka shoda vyslédkejnizSi. Dale plati, Ze se zvySujici se koncentra
konjugatu IgG klesa get pozitivnich vysledk v panelu referamich pozitivnich sér a stoupa
pocet hranénich vysledk (Tab. 11, 12). Z toho Izefedpokladat, Ze koncentrace konjugatu
nad 1:2500 jsou nevyhovujici.

Jako nejvhodgsi z uvodni titrace&. 1 vyplyva koncentrace antigenu 0,25 mg/nii, p
pouziti koncentrace konjugatu 1:1000, kdy byl ké&éort00% diagnostické citlivosti,
diagnostické specifity a celkové diagnostické shadyreien inejnizsi pset hranénich
vysledki (Tab. 15). Vhodé se jevi i koncentrace antigenu 0,45 mg/ml a O,%fmh) i
koncentraci konjugatu 1:1000fiRlalSi analyze bylo pteba zaniiit se na titraci antigenu
o hodnotéch koncentraci okolo 0,25 — 0,50 mg/md @ouZziti vice koncentraci konjugétu IgG
v rozmezi 1:1000-1:2500.

5.3 Titrace antigenu¢. 2, pro tFidu imunoglobulina 1gG

Titracec¢. 2 byla provedena épve tidé imunoglobulini IgG, tato tida je povaZzovana
za sérologicky obraz prethné infekce. Rekombinantni antigen PBP2a (c= @ngaml) byl
narectn na dvanact koncentraci: c= 0,25; 0,28; 0,30;;003%; 0,38; 0,40; 0,43; 0,45; 0,48;
0,50; 0,52 mg/ml v dialyzaim Tris pufru, na konmy objem 160,0 pl. Tyto koncentrace
byly naneseny na nitrocelul6zovou membranu. Poté pyovedena detekce stiigpomoci
optimalizované metody blot-line, za pouziti osmng&entraci konjugatu IgG (1:700, 1:1000,
1:1500, 1:1700, 1:1800, 1:2000, 1:2300, 1:2500)loByestovano Sedesat vzdérkdske
plazmy, refereéni pozitivni vzorky byly ozngéeny P1 — P30 a refer&m negativni vzorky
byly ozn&eny N31 — N60. Pozitivni vzorky maji potvrzenou gtiazu, tito pacienti byli
lé¢eni na MRSA. Ziskané vysledky pro vybrané koncemtrantigenu a konjugatu jsou
uvedeny v tabulkach (Tab. 19-26).
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Tab. 19 Antigen PBP2a, hodnoty intenzity zabarveni liaiu[],fedni konjugatu IgG 1:700.

Koncentrace antigenu PBP2a [mg/ml]

Cislo vzorky 0,25 0,28 0,30 0,33 0,35 0,38 0,40 0,43 0,45 08%0 0,52

P1 21,18 23,53 23,53 23,92 25,10 26,27 26,27 27,84 28,24 2%%41 230,94
P2 36,86 37,65 41,18 41,18 43,14 4392 43,92 45,88 45,88 4540l 446,61
P3 36,47 40,00 40,78 43,14 43,14 44,71 46,27 46,27 45,88 4588l 45,49
P4 23,14 2549 2549 27,84 28,63 28,63 29,80 30,20 31,37 317K B2,14
P5 26,27 28,63 29,41 30,98 30,98 31,37 34,51 35,229 35,69 363088 3B5,29
P6 17,65 21,96 20,39 21,57 21,96 23,92 26,27 26,27 2549 27637 28,24
P7 29,41 33,33 34,12 34,90 35,69 36,86 36,08 38,82 38,04 39725 340,0(
P8 47,06 47,45 46,67 47,06 46,67 48,24 47,45 49,02 47,84 4888 446,21
P9 4588 47,06 47,06 49,80 49,02 50,20 51,37 52,16 51,76 52 H1,37
P10 38,43 38,82 42,75 47,84 49,02 49,02 53,33 55,29 50,59 517/ 1,37
P11 42,35 4314 4392 4353 43,92 4549 47,06 47,06 4549 AS5¥SB 44,31
P12 17,65 20,78 19,22 20,78 21,57 22,35 24,31 25,49 25,88 25488 25,49
P13 29,41 30,98 32,55 34,51 34,90 35,29 38,04 38,82 38,04 370 37,69
P14 41,18 42,75 41,96 42,75 43,53 43,14 44,71 44,71 4510 43921 43,53
P15 57,25 58,43 57,25 58,43 58,43 58,43 60,00 60,78 58,43 5FIM 59,61
P16 34,12 34,51 34,51 35,69 35,69 36,47 37,65 38,43 38,04 3832 37,64
P17 36,47 38,82 37,65 40,39 40,00 40,78 45,88 42,35 40,78 410988 439,61
P18 41,96 42,75 41,96 43,14 43,53 45,10 45,10 45,88 4549 45481 44,71
P19 34,90 36,86 36,08 36,86 37,25 38,04 40,39 39,61 40,00 4(0&1L 339,61
P20 30,59 32,94 31,76 31,76 32,16 34,51 36,08 36,47 36,86 3633EB 35,69
P21 19,61 22,35 20,39 21,57 21,18 21,96 23,14 2353 23,14 221 /%6 21,18
P22 2549 27,06 26,67 28,24 29,02 29,80 31,76 32,55 33,33 33%8B 33,33
P23 22,75 26,27 24,31 2510 24,31 29,02 25,10 27,06 27,84 27[4b 28,24
P24 19,22 23,53 21,18 21,18 21,96 23,14 25,88 2549 28,24 2706l 28,24
P25 3843 41,18 41,96 43,92 44,71 46,27 47,45 48,63 50,20 4806 H2,14
P26 30,98 34,12 38,04 40,78 41,96 44,71 47,45 48,63 47,84 47R8R 40,2(
P27 27,45 30,98 29,41 30,20 31,76 32,16 34,12 35,69 35,69 36386 B7,25
P28 49,41 50,20 50,20 50,98 51,37 50,98 52,94 53,73 53,73 53}/ 33,33
P29 57,25 58,82 56,08 59,22 58,43 58,82 58,43 60,39 55,69 5818 57,64
P30 48,24 50,20 49,41 50,98 50,20 52,16 52,55 53,73 52,94 52 33,73
N31 431 1333 510 706 588 6,27 627 7,06 667 7,06 784 784

N32 6,27 1294 7,06 824 745 784 9,02 10,20 9,80 10,20 10,989(10,

N33 6,67 10,98 9,02 9,80 8,635,229 21,9610,98 10,59 11,76 12,16 124

N34 4,31 1333 510 7,06 627 667 784 7,06 706 745 745 784

N35 11,37 17,65 12,94 14,12 14,12 14,12 14,90 15,69 15,69 16,08 16,86 17,25
N36 510 1451 588 627 627 745 784 824 824 863 902 902
N37 510 1451 588 7,06 627 745 745 784 824 9,02 824 §24
N38 7,45 1569 7,84 11,37 863 1020 941 10,20 10,98,73 12,55 12,5%
N39 6,27 16,08 7,45 863 745 980 824 902 941 941 10,20 11
N40 6,67 1529 7,84 9,02 902 1059 10,98 11,37 11,37 12EH73 13,3
N41 14,12 21,18 16,08 16,47 16,47 17,25 16,08 16,86 16,08 176G% 117,64
N42 11,37 18,82 12,94 14,51 14,51 1529 14,51 15,69 1569 17,25 17,25 17,65
N43 588 14,12 667 824 706 824 784 902 902 902 980 1p20
N44 745 1333 7,84 941 863 941 9,02 980 10,20 10,98 11,37 12,16
N45 7,84 1529 941 10,98 9,80 10,20 10,98 10,98 10,98 12,16 11,76 12,16
N46 7,06 1569 7,45 10,20 9,02 1059 10,59 11,37 11,76 12,55 12333
N47 12,94 21,18 14,12 15,69 14,90 1647 16,86 17,25 18,43 19,22 18}X)|2
N48 6,67 14,12 863 9,80 10,20 10,20 10,20 12,16 11,76 12,94 12,16 ]2,55
N49 11,37 21,96 12,55 14,12 13,73 15,69 15,29 16,08 16,47 17,25 17,25 18,43
N50 6,27 1255 7,06 784 745 863 902 902 980 1059 10481
N51 14,51 21,57 15,69 17,65 17,25 20,39 20,39 21,18 21,96 211986 23,53
N52 353 706 431 471 471 510627 7,06 627 745 784 7,6
N53 10,98 17,65 14,5112,16 13,73 16,86 15,29 1529 16,86 16,08 16,47 1p,69
N54 941 12,16 10,59 11,37 12,164,12 13,33 14,51 1529 15,69 16,47 16,86
N55 12,55 18,04 14,51 15,69 16,47 16,08 13,73 17,65 17,65 18,82 19222|1
N56 11,37 18,04 12,94 14,12 15,69 15,69 18,04 17,65 18,43 19,22 20,78 19,61
N57 7,45 14,12 824 1059 9,80 11,37 11,76 12,94 12,%8,12 13,73 14,51
N58 9,02 1569 7,45 1059 824 980 980 1059 9,80 11,37 10,20 11,76
N59 12,16 17,25 13,33 15,69 14,90 16,47 17,25 18,04 18,04 18,82 18822|1
N60 941 13,73 10,59 12,16 12,16 12,944,12 13,73 14,12 14,51 14,51 1569

37

84



Tab. 20 Antigen PBP2a, hodnoty intenzity zabarv. liniu[&.redéni konjugétu IgG 1:1000.

Koncentrace antigenu PBP2a [mg/ml]

Cislo vzorky 0,25 0,28 0,30 0,33 0,35 0,38 0,40 0,43 0,45 0,8%0 0,52
P1 16,08 18,82 16,86 18,43 19,22 19,61 22,35 22,75 23,53 24711 26,21
P2 29,41 29,41 34,12 34,90 37,25 40,39 41,18 43,92 4392 444310 46,61
P3 26,67 28,63 29,41 29,80 32,94 33,73 36,47 37,25 37,65 37 38,43
P4 20,00 21,96 19,61 21,96 21,96 22,75 24,31 2549 27,06 277454 28,24
P5 16,86 20,39 18,43 18,43 20,39 21,96 22,75 23,53 24,71 247 225,84
P6 13,73 16,86 13,73 14,12 15,69 17,25 18,43 18,43 20,78 18)828 219,61
P7 21,18 2549 2353 26,27 26,27 26,67 27,84 30,59 30,98 3258 32,14
P8 43,14 45,10 4431 44,71 4510 44,31 46,27 45,88 45,88 48 45,49
P9 45,10 45,10 4549 46,67 47,45 4745 49,02 49,02 49,41 43 49,02
P10 24,71 28,63 33,33 36,86 41,18 44,31 43,92 46,27 47,06 48)79 50,99
P11 32,94 36,47 33,33 3451 34,90 35,69 36,08 3529 3529 341 335,29
P12 12,94 17,65 16,08 17,25 18,04 18,04 19,22 20,00 20,78 21,96 213984(2
P13 25,49 26,67 29,80 32,16 31,76 31,37 33,73 34,12 3529 3@ 38,04
P14 29,02 32,16 30,98 32,16 30,98 32,94 32,16 40,78 44,31 44335 439,22
P15 57,25 58,43 57,65 58,04 58,04 57,65 58,04 58,43 57,25 583 59,61
P16 26,27 27,06 27,06 27,45 27,45 26,67 28,63 28,24 29,41 3220 330,54
P17 29,02 30,59 3059 31,76 30,98 31,37 31,37 30,98 31,76 31175 30,94
P18 33,73 36,08 36,47 34,51 36,47 36,47 36,08 34,51 36,47 367445 337,64
P19 29,41 32,55 30,98 31,37 32,16 31,76 31,76 30,98 31,76 31235 333,74
P20 23,53 27,45 25,10 27,06 27,06 25,88 27,84 27,06 29,41 28%8L 28,63
P21 16,47 19,22 17,65 17,25 17,65 17,25 18,43 18,04 18,04 18322 118,82
P22 25,10 26,27 26,67 25,88 26,67 27,84 2824 27,84 29,80 2P0 229,8(
P23 21,18 25,10 22,75 24,31 2353 23,53 2392 23,92 2314 23] 24,71
P24 14,90 20,39 16,08 18,04 20,00 19,22 19,22 20,39 21,18 21257 23,14
P25 32,16 36,47 41,96 40,78 41,18 41,18 43,14 41,96 4353 439 44,3]
P26 32,55 33,33 38,04 40,39 41,96 43,53 4392 42,35 4353 44315 44,3]
p27 21,18 23,14 2353 23,92 24,71 2588 26,67 24,71 27,84 29 29,8(
P28 43,53 4353 44,71 4510 45,88 45,88 47,45 45,88 47,06 A6[234 447,04
P29 52,16 56,08 54,12 56,47 54,90 54,12 56,47 55,69 55,69 5%220 56,04
P30 40,39 41,96 41,57 41,18 40,78 41,57 4353 41,18 4353 ARFB 42,71
N31 157 627 19 235 235 235 275 314 314 275 314 235
N32 275 667 275 392 353 392 431 392 471 471 431 392
N33 235 510 2,75 314 275980 353 353 471 510 431 510
N34 2,75 11,76 314 431 353 353 4,31 314 431 47627 588
N35 588 10,98 667 7,06 627 706 706 706 7,06 824 980 (9,02
N36 196 7,84 314 353 314 471 392 392 431 392 392 392
N37 2,75 10,20 353 353 353 392 353 353 353 353 353 353
N38 431 902 392 4,71 510 510 471 471588 549 588 549
N39 353 11,37 353 471 392 471667 549 510 549 588 549
N40 392 627 583 583 583 6,67 7,06 980 667 7,84 824 [45
N41 10,59 4,71 1255 12,16 8,63 9,8016,08 10,59 941 9,80 9,02 990
N42 8,63 10,20 8,63 1059 9,80 10,98 10,98 11,76 12,16 12,944 12204
N43 353 583 471 471 392 431 549 510583 588 588 6,6}
N44 314 471 392 510588 549 627 627 7,06 7,06 6,67 784
N45 353 627 431 549 583 549 510 549 549667 510 549
N46 431 667 902 706 583 667 706 745 784 784 824 B63
N47 784 9,02 7,06 902 863 941 941 980 10,20 10,98 10,986(11,7
N48 549 7,06 510 588 549 583 7,06 7,06 7,06 745 784 980
N49 6,67 941 824 824 824 1020 10,59 1098 10,98 11,37 1117m5(1
N50 353 588 431 583 549 627 627 627 6,67 7,06 7,06 7,6
N51 9,41 13,73 13,3312,94 13,33 13,33 14,90 15,69 1569 16,86 17,25 17,25
N52 235 314 2,75 353 2,75 353 353 431 431 431 431 [431
N53 7,06 1059 745 941 980 10,20 10,20 10,59 10,98 12,16 112765
N54 745 980 863 980 10,20 11,37 12,16 12,16 121B®B3 12,94 13,73
N55 10,20 12,16 12,941451 12,16 13,73 12,94 17,65 14,51 16,47 15,69 14,90
N56 11,37 15,69 14,12 1529 15,69 16,08 19,22 18,04 20,78 20,00 211%H7(2
N57 549 902 745 863 824 9,02 980 10,20 10,98 1059 10,98 0,98
N58 941 824 583 745 588 7,06 627 706 706 784 745 [7.84
N59 706 941 824 9,02 824 902 980 10,20 10,98 10,98 11,7812,
N60 745 941 863 980 941 1059 10,59 10,98 10,98 11,37 1117mH|1
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Tab. 21 Antigen PBP2a, hodnoty intenzity zabarv. liniu[&.redni konjugétu IgG 1:1500.

Koncentrace antigenu PBP2a [mg/ml]

Cislo vzorky 0,25 0,28 0,30 0,33 0,35 0,38 0,40 0,43 0,45 0,8%0 0,52

P1 941 10,59 10,20 10,20 10,59 11,37 11,76 11,76 12,94 1PHB3 14,11
P2 22,75 21,96 26,27 27,45 29,80 31,37 30,98 35,29 37,65 40)/B3 441,94
P3 18,43 21,96 19,61 24,31 23,92 24,71 2549 25,88 25,88 254 27,49
P4 15,69 18,43 1647 16,08 18,04 18,82 20,00 19,22 20,00 2381 219,61
P5 14,12 17,65 15,69 16,08 16,86 18,04 20,00 18,82 20,78 212185 221,51
P6 12,55 14,51 14,12 1490 14,90 16,86 17,25 17,25 17,65 17,65 178583
P7 21,18 24,31 2314 23,53 25,49 25,88 27,06 25,49 27,84 2868l 29,01
P8 32,55 35,69 35,69 3451 3529 3647 36,47 36,08 36,86 363388 335,64
P9 38,82 41,57 38,82 41,96 41,57 42,35 42,35 43,14 42,75 AA)3 42,3
P10 38,43 40,78 44,71 4824 48,224 49,02 50,20 50,59 49,02 49412 40,99
P11 29,41 31,37 31,37 31,76 32,16 32,94 33,73 32,94 32,55 3107@8 330,59
P12 14,12 16,86 16,08 17,25 17,25 19,22 19,61 20,00 20,78 211557 21,18
P13 17,65 23,14 21,96 23,92 2549 2588 27,45 27,84 28,24 283224 27,04
P14 28,63 32,55 30,59 31,37 32,55 31,76 33,73 32,94 33,73 333 33,33
P15 54,12 55,29 54,51 55,69 55,69 55,69 56,47 56,08 56,08 55680 H5,29
P16 21,18 23,53 2353 22,35 24,31 24,31 2549 26,27 27,06 282K 25,84
P17 22,75 24,31 24,71 24,71 27,06 25,88 27,84 26,27 27,45 26[45 27,49
P18 28,24 30,98 29,41 29,41 31,76 30,98 32,94 30,98 32,55 30987 31,74
P19 23,14 2510 22,75 24,71 25,10 25,88 27,06 26,67 27,06 26/6J6 26,61
P20 20,78 21,96 21,96 21,57 24,71 23,53 2549 25,10 26,67 26230 26,2
P21 14,51 16,47 1569 14,51 15,69 16,08 17,65 16,86 18,04 183(8BR 118,43
P22 18,82 20,39 19,61 20,78 21,18 22,75 23,92 24,71 25,10 23488 26,61
P23 15,29 21,18 16,86 18,82 19,22 2392 19,61 20,78 20,78 211557 21,51
P24 10,98 15,69 12,16 12,55 12,9414,90 15,69 15,69 17,25 17,25 18,82 16,86
P25 2314 23,92 28,24 28,24 30,98 32,55 34,12 33,73 35,69 36/8%H 36,84
P26 40,00 40,78 40,39 43,14 44,31 4588 47,45 49,02 47,84 48224 40,2(
P27 17,65 19,61 19,61 19,22 20,39 20,78 2392 22,75 25,88 2438 26,21
P28 36,08 37,25 38,04 36,47 38,43 38,82 40,78 40,00 40,78 40)330 440,39
P29 54,51 56,47 54,12 56,47 56,08 56,08 57,25 56,86 56,47 56447 556,41
P30 35,69 38,04 38,43 39,61 39,61 3843 40,78 39,61 40,78 3931 38,81
N31 078 549 039 078 039 039 0,78 0,78 118 157 118 |157
N32 0,78 510 118 157 157 157 157 196 19 196 235 |2,35
N33 039 235 078 223 118 0,78 118 118 19 196 239 |196
N34 157 784 157 19 157 235 235 235 235 3,14 314 235
N35 314 824 314 392 314 353 353 353 392 431 431 3
N36 0,78 588 19 157 118 157 235 157 157 196 196 ]

N37 118 706 0,78 157 0,78 118 118 1,18 157 353 19 196
N38 392 706 314 353 353 353 353 392 471 510 510

N39 196 902 157 275 19 275 235 235 235 275 275 235
N40 157 627 235 275 235 275 2,75 314 353 4,71 549 %49
N41 549 1294 784 9,02 745 784 745 667 745 706 745 [7,06
N42 588 11,37 667 745 706 7,06 784 745 824 824 902 |8,63
N43 157 745 196 235 275 235 235 235 275 235 275 275
N44 314 784 2775 353 314 353 392 392 392 431 471 431
N45 19 549 196 19 19 196 235 235 235 235 275 (2,75
N46 196 549 235 235 275 275 314 314 314 314 431 [353
N47 275 745 353 392 392 392 431 431 510 516,88 5,88
N48 157 431 19 19 19 235 3,14 314 353 353 353 (353
N49 235 549 275 275 2,75 275 314 353 392 431 510 |510
N50 431 667 275 2,75 2,75 314 314 353 392 314 351 %10
N51 6,67 11,37 7,45 824 824 902 941 902 1059 11,37 11,766|11,
N52 157 392 157 157 19 196 314 196 196 2,75 275 (2,35
N53 4,71 11,37 510 745 627 1137 667 627 706 745 824 {24
N54 745 9,02 784 824 902 941 1098 10,59 11,76 12853 12,94
N55 8,63 14,12 10,20 9,80 941 10,59 12,16 10,98 12,55 111373 11,37
N56 7,06 1255 9,02 824 902 980 1098 980 1255 12833 12,55
N57 3,53 10,98 392 4,71 510588 549 549 667 706 784 784
N58 3,14 1059 2,75 392 2,75 353 353 353 392 353 431 392
N59 549 1059 7,06 7,06 12,16 863 824 824 902 824 980 19,80
N60 745 12,16 9,02 8,63 10,20 9,80 11,76 10,20 11,37 10,20 11375

=
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Tab. 22 Antigen PBP2a, hodnoty intenzity zabarv. liniu[&.redéni konjugétu IgG 1:1700.

Koncentrace antigenu PBP2a [mg/ml]

Cislo vzorky 0,25 0,28 0,30 0,33 0,35 0,38 0,40 0,43 0,45 0,8%0 0,52

P1 14,12 18,04 15,29 15,69 16,47 17,65 18,82 17,65 20,39 191296 23,92
P2 32,16 29,41 33,73 32,94 34,90 34,90 39,22 38,04 41,57 413184 443,91
P3 22,75 24,31 24,71 25,49 27,06 29,02 33,33 30,59 30,98 32185 33,73
P4 16,86 20,00 18,82 20,78 20,78 20,39 2157 21,18 22,35 23}]Al 23,14
P5 17,65 19,22 21,57 17,25 20,39 20,39 22,75 21,18 25,10 235 24,31
P6 12,55 16,47 1490 14,12 16,08 16,47 20,39 18,43 20,39 19,22 219]&
P7 23,53 26,67 25,88 26,67 28,24 28,24 30,20 30,20 31,37 3@5B5 30,59
P8 32,55 33,33 32,94 33,33 34,51 34,12 36,08 3529 4157 355207 336,41
P9 40,00 40,39 42,75 4157 42,75 42,75 44,31 43,53 45,49 45488 45,49
P10 43,14 42,35 45,49 46,67 45,88 49,02 49,41 50,98 51,76 531337 H1,74
P11 30,98 32,16 31,76 31,37 33,33 31,37 33,73 33,73 34,90 333R 33,73
P12 15,69 18,82 16,86 16,86 18,43 18,04 20,39 20,39 22,35 22/HL 23,93
P13 18,43 21,18 22,75 21,57 23,53 25,10 27,84 29,41 29,80 29)8PD 31,37
P14 32,16 33,73 31,76 31,76 32,55 32,16 33,33 34,12 35,69 33 B3,73
P15 54,90 54,51 54,90 55,69 56,08 56,08 56,47 58,04 56,47 564 H7,2
P16 25,10 25,88 25,10 25,49 25,88 26,67 28,63 28,63 29,80 28334 27,84
P17 25,49 27,06 25,88 27,06 28,24 28,24 29,80 30,59 31,37 31070 30,99
P18 29,80 30,20 30,20 29,41 30,59 30,59 32,16 32,94 33,73 329 31,74
P19 2549 27,84 26,67 2588 27,45 27,45 29,41 29,02 30,98 3070 29,8(
P20 23,14 26,27 25,88 24,71 26,67 27,06 28,63 29,41 31,76 29806 33,33
P21 16,08 18,04 16,86 16,86 16,47 16,86 18,82 18,43 19,22 183zl 118,82
P22 22,75 24,31 2431 24,31 2549 26,27 28,24 27,84 30,20 29806 30,2(
P23 17,25 22,35 19,61 20,78 20,00 19,22 21,57 20,78 22,75 2233p4 221,1§
P24 14,90 16,86 16,08 14,51 16,86 16,86 19,61 19,61 21,57 1RG5 220,39
P25 27,06 24,71 29,80 28,24 32,94 32,16 35,29 35,69 38,43 37K 36,84
P26 46,67 44,71 46,27 48,24 49,41 50,98 52,16 53,73 52,94 533 H2,55
P27 22,75 21,18 23,53 20,78 25,10 23,14 26,27 24,71 2824 2241 27,49
P28 38,82 37,25 39,22 38,82 41,18 41,96 42,75 43,53 43,92 43921 43,53
P29 54,51 56,47 53,33 56,08 56,08 56,86 57,25 58,43 57,65 575G $H7,64
P30 39,22 40,39 39,61 41,18 42,35 43,14 44,31 44,31 45,10 45110 444,71
N31 039 667 118 157 157 19 19 235 235 235 275 235
N32 314 902 276 392 392 431 4,71 510 54%88 588 5,89
N33 235 392 275 431 2,75 275 510 2,75 275 2,75 314 |235
N34 235 784 157 275 275627 314 275 235 314 2775 2745
N35 235 824 353 353 353 353 353 392 431 353 353 392
N36 196 706 157 196 314 157 471 157 196 2,75 235 196
N37 3,14 10,20 2,35 3,14 314 314 314824 510 6,27 431 4,71
N38 345 627 314 392 392 392 431 431 471 47902 10,2(
N39 2,75 980 235 353 2,75 353 314 353 353 353 353 314
N40 353 824 353 314 431 353 392 392 549 4,7388 5,10
N41 3,14 13,73 1255 7,84 745 667 7,06 706 6,67 745 627 627
N42 588 1255 6,67 706 667 784 824 784 902 941 941 |9,02
N43 2,75 824 314 314 275 275 431 2,75 353 314 353 J

N44 235 667 2,75 353 2,75 275 431 353 431 392 471 431
N45 0,78 588 118 157 157 19 19 235 275 235 196 196
N46 314 941 353 431 392 431 431 392 510 431 431 431
N47 392 980 353 431 392 392 4,71588 431 431 510 471
N48 275 745 2,75 314 392 275 353 314 392 431 392 353
N49 235 353 314 314 353 314 353 392 431 510 53@8
N50 118 235 392 19 19 196 235 235 353 2,75 314 (2,29
N51 588 784 706 745 784 824 784 863 902 980 980 941
N52 0,00 0,00 000 000 0,00 000 000 0,78 000 039 0,00 |0,00
N53 235 392 275 353 353 399 392 471 431 510 549 [549
N54 392 431 392 431 471627 588 510 588 6,27 6,67 58
N55 510 6,67 6,27 627 7,06 706 824 902 902 980 10,20 1255
N56 392 588 510 510 627 667 863 863 902 941 1020 9|80

N57 235 471 353 431 549 510 54%88 627 667 7,06 7,06
N58 104 431 118 19 19 196 235 235 235 275 314 [314
N59 549 784 7,06 7,06 863 863 902 863 10,59 1059 1139722
N60 510 745 6,27 706 7,06 745 824 824 902 941 980 P80

=
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Tab. 23 Antigen PBP2a, hodnoty intenzity zabarv. liniu[&.redni konjugétu IgG 1:1800.

Koncentrace antigenu PBP2a [mg/ml]

Cislo vzorky 0,25 0,28 0,30 0,33 0,35 0,38 0,40 0,43 0,45 0,8%0 0,52

P1 549 627 706 745 784 941 941 10,20 10,20 11,37 11,37 ]2,16
P2 8,63 11,7614,51 16,86 18,82 20,00 20,78 22,35 22,75 23,92 25,10 P6,67
P3 7,84 10,98 12,55 12,943,73 14,90 16,86 17,65 17,65 19,22 20,00 2D,39
P4 353 549 510 627 588 824 667 824 745 941 9,02 980

P5 353 471 510 549 549706 6,27 902 941 941 941 980

P6 275 431 314 314 392 4,71 51688 627 745 745 74b
P7 6,67 784 863 667 706 941 784 902 941 1059 1098 [11,76
P8 18,43 15,69 15,29 16,862,16 14,12 13,73 16,08 16,86 17,25 16,08 16,86

P9 26,27 30,98 27,84 30,20 30,59 31,76 31,76 32,94 33,33 35220 35,24
P10 392 588 6,67 7,84 10,20 11,37 12,55 12,9851 16,86 14,51 16,08
P11 10,98 12,5515,69 13,3312,94 14,12 14,90 15,29 15,69 17,25 16,47 17,65
P12 353 510 5,10 549627 667 7,06 6,67 824 784 980 941
P13 11,76 15,69 17,25 18,43 21,18 23,53 22,75 23,53 23,92 25,10 2634G7(2
P14 12,55 14,51 14,12 15,69 16,08 17,65 16,47 17,65 17,25 19,22 192211
P15 42,75 43,92 43,14 4510 45,10 4510 46,27 46,27 46,27 A/Q6/ 47,49
P16 10,59 12,16 12,5513,33 14,12 14,90 14,90 14,51 1529 16,08 15,69 16,08
P17 12,16 13,73 13,73 14,90 15,69 19,22 16,47 17,65 17,65 18,82 190d10(2
P18 14,12 15,29 15,69 17,25 18,04 18,82 18,04 18,43 19,22 20)IB 221,94
P19 10,20 11,76 12,16 12,543,33 14,12 1451 14,51 1529 16,47 18,04 117,65
P20 588 980 745 745 9,02 941 1059 10,9829 12,16 12,9417,25
P21 6,27 588 588 667 6,67 745 824 902 1098 9,80 10,98 [10,59
P22 784 784 824 1255 941 10,20 10,34,51 12,94 13,33 14,51 14,1P
P23 588 549 627 627 7,06 745 1098 9,02 1098 11,76 12,55 10,98
P24 6,67 6,67 863 7,06 902 9023,73 10,59 14,12 12,94 16,47 13,3]
P25 25,88 2549 2941 28,24 33,33 32,16 36,08 32,16 37,65 32 37,2
P26 9,80 11,371451 12,55 17,25 16,86 21,96 20,39 27,06 26,67 30,59 26,27
P27 11,37 10,2013,73 11,76 13,73 14,12 17,25 15,69 19,61 17,65 21,96 18,82
P28 31,37 27,84 32,55 30,98 34,12 33,33 37,25 34,90 39,22 378683 39,21
P29 46,27 46,27 47,45 46,67 48,63 47,45 48,63 48,63 47,84 48024 40,2(
P30 32,16 31,37 33,33 32,94 34,51 34,90 38,04 36,08 39,61 371PE8 439,61
N31 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 039 039 039 [|039
N32 0,39 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 |000
N33 0,00 0,00 000 19 0,00 039 048 000 000 000 039 |000
N34 0,00 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 [000
N35 235 235 113 118 196 19 275 275 314 314 314 |353
N36 0,78 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 0,00 |000
N37 0,00 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 [000
N38 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 026 [000
N39 0,78 0,78 039 000 0,00 000 000 000 000 000 0,00 [000
N40 0,78 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 [000
N41 2,75 314 471 353 353 353 392 353 39227 4,71 3,92
N42 275 19 235 235 097 123 314 314 392 510 431 |392
N43 0,78 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 0,00 |000
N44 0,15 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 0,00 [000
N45 0,39 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 [000
N46 118 022 0,78 0,00 000 000 000 118 235 19 353 [2,75
N47 19 0,79 19 067 066 19 275 275 314 3,14 353 (314
N48 19 068 235 157 19 196 235 19 0,00 000 0,00 (0,00
N49 0,78 0,00 0,78 000 0,00 000 000 000 000 0,00 0,00 |000
N50 035 089 000 000 0,00 000 000 000 09 000 0,00 [039
N51 275 157 19 030 0,00 000 000 000 157 118 157 |0,78
N52 0,78 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 [000
N53 314 235 275 250 000 000 000 118 067 1,288 3,53
N54 235 196 275 196 0,00 000 000 19 353 314 4,71 |392
N55 314 275 275 064 036 031 353 353 431 431 510 |471
N56 2,75 083 353 314 314 275 392 314 510 48127 4,71
N57 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 0,00 |000
N58 0,00 0,00 000 000 000 o078 118 118 157 0,78 1,18 |0,78
N59 275 235 353 353 353 353 431 431 510 431 510 [431
N60 275 235 235 196 068 076 113 2,75 3,14 353 392 |392
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Tab. 24 Antigen PBP2a, hodnoty intenzity zabarv. liniu[&.redéni konjugétu IgG 1:2000.

Koncentrace antigenu PBP2a [mg/ml]

Cislo vzorky 0,25 0,28 0,30 0,33 0,35 0,38 0,40 0,43 0,45 0,8%0 0,52

P1 431 4,71 510 549 549706 6,67 745 824 9,02 941 10[59
P2 10,59 16,08 16,08 17,65 18,04 20,00 18,82 23,14 21,96 24,71 23FQK0(2
P3 9,80 12,94 12,9414,12 13,73 18,04 14,90 15,69 1529 17,65 17,25 18,04
P4 510 6,67 6,67 863 7,84 10,20 9,02 11,37 10,59 12,55 11,37 [12,16
P5 6,67 824 863 941 863 1137 980 11,76 11,76 123@3 14,1
P6 314 471 471588 471 745 706 784 745 824 863 941
P7 7,84 10,59 10,20 11,76 11,3¥3,33 12,55 13,73 14,90 17,25 16,86 18,82
P8 18,82 19,61 19,22 20,39 20,78 21,18 20,78 22,35 21,96 22)3E 20,74
P9 25,49 27,84 27,06 28,63 27,84 30,59 28,63 32,16 30,59 32158 33,33
P10 392 6,67 941 824 980 1294 129490 14,12 15,69 17,65 18,82
P11 18,82 16,47 18,04 20,39 18,43 20,78 19,61 21,18 20,78 211557 221,94
P12 549 6,67 667 824 745 941 9,02 1020 941 1137 11,37 12,55
P13 10,59 15,29 1490 16,86 17,65 19,61 20,00 22,35 21,18 23,14 2139B4(2
P14 14,90 16,47 16,08 16,86 15,69 17,65 17,25 18,82 18,43 201008 21,57
P15 42,35 43,92 42,75 44,31 43,92 4510 4549 47,45 4510 45440 446,27
P16 745 941 9,02 10,59 9,80 11,37 11,37 12,55 1218312 14,12 14,90
P17 13,73 15,29 16,08 17,25 16,47 16,86 18,04 19,61 18,82 192 120,39
P18 12,16 14,51 1490 16,08 15,29 17,65 16,86 18,04 17,65 18,82 1842
P19 941 10,20 9,80 11,76 10,59 12,94 12,%8,73 12,55 14,12 13,33 14,1p
P20 7,06 10,98 863 980 941 11,37 11,3412 1569 14,12 16,08 20,00
P21 471 549 549588 588 6,67 667 824 745 745 745 706
P22 6,27 824 706 784 745 980 9,02 10,98 1059 12,16 11,316|12,
P23 4,71 14,90 6,67 1529 706 824 784 941 980 10,20 1059 1,59
P24 196 353 2,75 353 353 431 431 510 549 549 58%7
P25 6,27 10,98 11,3713,33 15,29 23,92 23,92 33,73 24,31 27,06 22,35 22,75
P26 353 510 588 745 784 11,76 11,37 12,183,73 17,65 23,92 31,37
P27 6,27 784 784 941 9,02 11,76 10,59 11%¥833 19,22 17,25 22,35
P28 19,61 22,75 23,53 24,31 24,31 27,84 27,45 30,98 30,59 306586 340,0(
P29 41,18 44,71 4392 43,92 44,31 4510 4510 47,84 44,71 4L 448,63
P30 21,57 24,71 25,10 25,10 25,88 28,24 28,24 29,80 30,20 310780 31,37
N31 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 0,00 |000
N32 1,18 19 0,78 0,78 039 039 039 000 039 0,78 039 (0,78
N33 0,78 039 039 353 0,00 000 039 0,78 039 000 0,71 |0,78
N34 039 118 039 046 000 039 012 039 039 0,00 0,00 |0,00
N35 157 235 157 19 157 19 19 19 196 19 19 (2,35
N36 0,00 0,00 000 000 0,00 039 0,78 000 000 000 0,00 |000
N37 0,00 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 [000
N38 000 0,78 000 000 000 078 039 066 078 118 0,78 |157
N39 0,00 0,00 000 000 0,00 000 000 007 000 000 0,00 [000
N40 0,00 039 000 000 039 078 0,78 157 071 0,70 157 |0,78
N41 549 392 431 392 392 549 47588 4,71 549 510 54
N42 2,75 353 510 353 431980 4,71 431 471588 549 5,10
N43 078 0,78 078 078 039 038 039 0,78 078 118 0,78 |1,18
N44 0,00 0,00 0,00 007 0,00 000 000 000 000 000 0,00 |000
N45 0,00 0,00 000 000 0,00 000 000 039 078 030 0,78 0,78
N46 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 000 039 0,00 [000
N47 000 0,78 039 039 039 078 118 196 235 235 275 |2,35
N48 0,00 0,00 000 000 0,78 078 0,78 052 118 064 037 |0,35
N49 000 030 1,18 157 064 275 275 235 235 235 275 |353
N50 0,00 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 [063
N51 196 235 275 314 275 353 353 392 353 431 353 (392
N52 0,00 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 |026
N53 0,00 000 157 o000 0,78 118 0,78 118 0,78 0,78 0,78 [0,78
N54 038 157 157 19 157 235 196 106 19 196 196 |1,06
N55 157 275 235 275 235 314 353 549 471 471 431 [431
N56 039 118 0,72 118 067 19 314 275 275 314 275 |2,75
N57 030 0,78 0,78 066 118 1,18 157 157 314 275 19 |196
N58 007 035 000 000 039 078 0,78 118 0,78 049 0,00 |0,00
N59 039 157 19 275 2,75 353 275 235 314 275 196 [2,35
N60 118 196 157 235 19 235 235 190 196 157 157 (196

=
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Tab. 25Antigen PBP2a, hodnoty intenzity zabarv. liniu[&.redéni konjugétu IgG 1:2300.

Koncentrace antigenu PBP2a [mg/ml]

Cislo vzorky 0,25 0,28 0,30 0,33 0,35 0,38 0,40 0,43 0,45 0,8%0 0,52

P1 9,02 10,59 10,98 12,16 10,583,33 12,55 13,33 13,73 1529 14,51 15p9
P2 22,35 25,88 27,84 29,02 31,37 32,94 34,51 35,69 34,90 363386 B7,2
P3 12,94 16,47 16,86 19,22 19,22 21,18 20,78 23,53 24,31 2549 22(2
P4 10,20 12,55 12,16 12,55 12,16 12,98,73 14,90 1529 1647 16,47 16,08
P5 10,59 13,73 1451 14,12 13,73 16,08 14,90 16,47 17,25 18,82 2(R081{1
P6 745 863 863 863 902 10,20 11,2851 15,29 14,90 13,73 13,/3
P7 13,73 15,69 1529 16,86 16,08 17,65 18,04 18,43 19,22 23O 20,39
P8 27,84 25,88 2549 26,27 25,49 25,88 26,27 27,06 27,45 28324 27,84
P9 27,45 28,63 30,20 30,59 30,98 31,37 32,55 33,73 34,12 3330 34,51
P10 32,16 36,08 41,96 40,00 41,18 41,96 43,53 41,18 42,75 AZ37HA 44,31
P11 22,35 24,31 23,14 25,10 23,53 24,31 24,31 23,53 23,92 25481 24,71
P12 941 10,98 11,37 11,76 11,37 12,16 1293,73 14,12 1490 15,69 16,08

P13 11,76 12,9415,29 16,86 16,08 18,43 18,04 18,82 20,39 20,39 21,96 p2,75
P14 18,43 20,39 21,18 21,57 21,96 2353 2392 24,31 2549 2548/ 25,8§
P15 49,80 50,20 50,98 49,80 50,20 50,59 50,98 50,59 51,37 500988 $H1,37
P16 14,51 16,47 16,47 16,08 16,47 16,86 16,86 15,69 16,86 18308R 119,61
P17 18,43 20,78 21,57 23,14 22,35 23,14 2353 24,71 2510 25487 27,04
P18 14,90 16,47 18,04 18,82 18,82 19,22 20,00 20,00 20,39 2QI0mB 221,1§
P19 14,90 16,86 16,08 16,86 16,86 17,65 17,65 17,65 18,04 18 119,61
P20 11,37 13,33 15,69 14,90 15,29 16,86 16,47 16,47 18,04 18,04 18)32(2
P21 10,59 11,76 11,37 10,20 10,98 11,37 11,76 11,37 10,98 111785 112,94
P22 11,37 12,9414,12 1451 14,12 1490 16,08 15,69 17,25 17,65 18,04 [L7,65
P23 784 941 941 1059 941 1059 10,20 11,76 11,76 12,16 1P2I%H
P24 549 824 824 863 902 1059 12,16 11,76 12,94 121451 14,11
P25 10,59 13,33 16,86 16,47 20,00 20,78 20,39 20,39 21,57 22,75 235312
P26 27,84 30,98 34,90 3294 36,47 3843 39,22 37,65 38,82 419571 30,79
P27 941 12,94 1255 12,943,73 16,08 16,08 16,86 18,04 19,61 20,00 1B,82
P28 25,10 27,45 29,02 28,63 30,59 29,80 31,37 31,76 31,76 312&H5 31,74
P29 47,84 49,02 49,41 49,02 49,02 48,24 49,02 48,63 48,63 48634 48,63
P30 23,92 25,88 27,06 28,24 28,24 2941 29,80 30,20 30,20 30220 30,59
N31 0,19 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 0,00 |000
N32 0,00 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 [000
N33 0,00 0,00 000 099 000 078 19 000 000 0,00 0,78 |0,00
N34 039 118 039 039 039 078 0,78 039 039 039 0,78 |0,78
N35 039 19 0,78 1,18 118 157 157 196 157 157 157 |157
N36 000 0,78 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 0,00 |000
N37 0,00 0,78 000 000 000 039 078 039 039 0,78 0,78 0,78
N38 034 157 078 078 0,78 039 039 039 078 0,78 157 0,79
N39 034 235 035 078 0,78 118 118 069 1,18 118 157 |157
N40 000 035 039 078 0,78 118 1,18 235 157 157 196 |196
N41 227 784 353 353 588 431 471 431 392 510 431 4y1

N42 353 510 4,71 510627 627 588 627549 627 6,67 6,61
N43 078 19 1,18 157 157 19 157 19 157 196 117 |0,67
N44 0,00 0,00 000 000 000 039 039 078 034 054 068 [064
N45 0,00 0,78 000 000 019 000 000 0,00 000 0,00 0,00 |0,00
N46 039 071 039 078 039 078 118 118 0,72 118 196 |157
N47 000 118 039 078 0,78 078 0,78 0,78 118 1,18 196 |1,96
N48 015 061 000 029 0,00 000 0,78 0,78 078 0,78 035 [0,35
N49 118 235 118 118 0,78 118 118 1,18 118 19 275 (3,53
N50 0,00 0,00 056 000 0,00 000 000 0,00 000 000 0,78 034
N51 2,75 353 353 314 353 353 431 471 510 54%7 5,88
N52 0,00 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 [000
N53 000 157 078 19 157 19 157 157 19 235 353 314
N54 2,75 353 275 275 314 314 431 431 549 5467 6,67
N55 235 353 275 353 314 392 431 392 471 510 510 |510
N56 275 314 510 2,75 353 431 549 54827 706 745 7,06
N57 039 19 078 039 0,78 118 118 118 157 196 235 235
N58 000 118 000 0,78 0,00 000 000 039 039 039 039 |0,78
N59 157 235 157 314 235 275 314 353 392 392 431 |431
N60 353 431 4,71 392 353 392 4,71 4,71 54988 6,27 6,21
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Tab. 26 Antigen PBP2a, hodnoty intenzity zabarv. liniu[&.redéni konjugétu IgG 1:2500.

Koncentrace antigenu PBP2a [mg/ml]

Cislo vzorky 0,25 0,28 0,30 0,33 0,35 0,38 0,40 0,43 0,45 0,8%0 0,52

P1 549 6,67 667 706 706 784 863 902 980 1020 1059 9,80
P2 20,39 23,14 25,88 27,45 29,02 30,59 30,98 32,94 33,73 35680 336,41
P3 12,94 1451 16,08 16,47 18,04 18,43 20,39 20,78 20,78 21,18 2273b(2
P4 6,27 784 784 824 863 941 10,59 10,20 10,59 1059 11,3I6|12

P5 8,24 10,20 10,98 11,37 12,16 1233,33 13,73 1490 16,08 17,65 16,86

P6 588 706 667 627 745 784 824 784 941 9,02 10,59 |9,80
P7 11,37 12,9413,33 13,73 14,12 1490 1529 15,69 16,86 16,86 17,65 [L7,65
P8 21,57 21,57 20,39 21,57 21,18 24,71 23,53 24,31 27,45 25110 25,1(
P9 29,02 29,41 29,80 30,98 30,59 32,55 32,16 32,55 32,16 333383 333,33
P10 27,06 30,20 33,73 36,86 40,39 40,39 41,96 42,35 43,14 443[2 46,2
P11 15,69 18,04 20,78 19,22 19,61 20,39 20,00 19,61 19,61 20)E8O 220,0(
P12 706 784 745 824 863 941 10,20 11,37 11,76 1255 12,185|12

P13 10,20 12,5514,51 15,69 17,25 17,65 18,82 17,65 19,61 19,22 19,61 [19,61
P14 14,51 16,08 14,90 16,08 15,69 17,25 17,65 17,65 18,04 18/025 117,64
P15 44,71 45,88 45,49 46,67 45,88 46,67 4549 45,88 44,71 AS33B 44,31
P16 11,37 11,37 10,98 10,59 11,37 12,16 12,16 11,37 12,55 112/#4 112,59
P17 14,90 16,47 16,08 1647 16,47 19,61 18,04 18,43 18,82 122 119,61
P18 15,69 17,25 16,08 18,04 15,69 17,25 17,25 17,65 17,65 184 118,82
P19 12,16 13,33 12,94 12,9413,73 14,12 1529 14,90 16,47 16,08 25,88 2B,63
P20 9,02 980 941 980 10,98 12,18490 13,73 16,08 22,35 17,25 1843

P21 745 824 745 824 745 863 863 980 980 11,37 12,55 [10,20
P22 784 9,02 980 941 1059 11,76 12,94 129451 14,12 15,69 15,29
P23 6,67 863 745 11,76 863 8,63 1020 9,80 10,59 10451 12,16
P24 431 549 549588 588 745 7,84 863 824 1098 9,80 Y80

P25 9,02 10,2014,90 21,57 14,51 19,22 17,65 19,22 20,00 22,75 23,14 P2,75
P26 29,02 34,12 39,22 40,78 42,35 42,35 44,71 45,10 46,67 497434 448,24
P27 588 941 902 941 980 10,20 11,37 12,55 121#K12 13,73 1451
P28 16,47 20,39 20,39 23,14 23,53 22,35 2549 25,49 26,67 27085 27,49
P29 30,98 38,43 38,43 43,92 44,31 47,06 44,71 45,88 45,10 4GI7 446,2]
P30 18,04 20,39 20,39 21,96 22,75 24,31 25,88 2549 25,88 2% 27,84
N31 0,00 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 [000
N32 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 0,00 [000
N33 0,00 037 033 097 039 000 000 0,00 000 019 4,71 |0,00
N34 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 039 0,78 078 0,78 039 [0,39
N35 000 039 039 118 118 157 157 353 392 275 157 |157
N36 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 0,00 [000
N37 1,18 1,18 0,78 19 039 0,78 118 157 157 157 157 (118
N38 118 118 0,78 1,18 1,18 157 157 157 118 1,18 157 |1,96
N39 039 078 078 118 0,78 118 039 157 118 118 118 |118
N40 118 157 118 157 1,18 118 0,78 157 157 235 157 (157
N41 275 275 235 275 196 235 235 314 314 353 353 [353
N42 235 2,75 235 314 314 392 353 431 392 510 510 |510
N43 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 039 039 039 |0,78
N44 0,00 0,00 000 000 0,00 000 000 000 012 039 0,39 [0,39
N45 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 0,00 |000
N46 118 118 0,78 118 0,78 118 0,78 039 000 039 0,00 [0,78
N47 0,00 0,00 000 000 0,78 118 1,18 196 19 235 235 |2,75
N48 000 0,78 039 039 000 078 035 0,71 069 196 196 |1,96
N49 0,00 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 000 000 022 |064
N50 0,00 0,00 000 000 0,00 000 000 000 030 000 039 |111
N51 000 157 035 067 030 106 19 275 353 431 4,71 |549
N52 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 0,00 [000
N53 0,00 000 000 157 000 143 012 039 039 157 0,68 |196
N54 039 0,78 078 1,18 0,78 19 1,18 196 19 2,75 235 |2,75
N55 196 314 235 2,75 157 431 275 314 275 314 392 |471
N56 078 157 118 19 157 275 235 353 353 510 510 [549
N57 0,00 0,00 000 012 000 039 000 039 039 118 0,78 |0,78
N58 0,00 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 |000
N59 078 118 0,78 118 118 157 157 235 235 314 314 |353
N60 078 118 0,78 157 157 235 196 353 275 275 235 |2,35
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Po ukeni vybranych koncentraci antigenu PBP2a a konjulgf® a nasledné detekci

a po vyhodnoceni hodnot intenzity zabarveni

diagnostickd specifita a celkova diagnosticka

antigenu a konjugatu jsou takovéj kterych je diagnosticka citlivost, diagnostickaesifita
a celkova diagnosticka shoda co nejblize hadd60 % a poet hranénich vysledk je co

nejnizsi.

linflabvypcaitdna diagnostick& citlivost,
sh¢fiab. 27-38). Vhodné koncentrace

Tab. 27 Diagnosticka citlivost, diagnosticka specifitaedkova diagnosticka shoda vysleédk

pro vybrané koncentrace konjugatu Igiskpncentraci antigenQ,25 mg/ml

Koncentrace konjugatu IgG
1:700 1:1000 1:1500 1:1700 1:1800  1:2000 1:2300 1:2500
Referen. panel poz. vzark
Pozitivni 30 30 29 27 29 8 9 16 13
Hrani¢éni 0 0 1 3 1 16 12 13 15
Negativni 0 0 6 9 1 2
Referen. panel neg. vzdrk
Pozitivni 0 2 0 0 0 0 0 0 0
Hraniéni 0 23 13 24 2 0 0 0 0
Negativni 30 5 17 6 28 30 30 30 30
I ——
Shoda poz. vysledi(citivost) | 100,00% 100,00% 100,00% 100,009%57,14%  50,00% 94,12% 86,6
Shoda neg. vysledspecifita) 71,43% 100,00% 100,00% 100,009400,00% 100,00% 100,00%00,00%
Celk. diagn. shoda (efektivitd) 85,71% 100,00% 100,00% 100,00%78,57% 75,00% 97,06% 93,3

%

8%

Tab. 28 Diagnosticka citlivost, diagnosticka specifitaedkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugatu Igtskmncentraci antigenQ,28 mg/ml

Koncentrace konjugatu IgG
1:700 1:1000 1:1500 1:1700 1:1800  1:2000 1:2300 1:2500
Referen. panel poz. vzark
Pozitivni 30 30 30 29 30 11 13 20 15
Hraniéni 0 0 0 1 0 14 12 10 14
Negativni 0 0 0 0 0 5 5 0 1
Referen. panel neg. vzdrk
Pozitivni 0 25 2 1 1 0 0 0 0
Hrani¢ni 0 5 24 21 21 0 0 1 0
Negativni 30 0 4 8 8 30 30 29 30
[ —
Shoda poz. vysledk(citivost) | 100,00% 100,00% 100,00% 100,009%68,75%  72,22% 100,00% 93,7p%
Shoda neg. vysledispecffita)) 0,00% 66,67%  88,89%  88,89% 100,00% 100,00% 100,009%4.00,00%
Celk. diagn. shoda (efektivitd) 50,00%  83,33%  94,44%  94,44% 84,38% 86,11% 100,00% 96,88%
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Tab. 29 Diagnosticka citlivost, diagnostick& specifitacgdkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugatu Igiskpncentraci antigenQ,30 mg/ml

Koncentrace konjugéatu IgG
1:700 1:1000  1:1500  1:1700 1:1800  1:2000 1:2300  1:2500
Referen. panel poz. vzdrk
Pozitivni 30 30 30 28 30 15 12 22 17
Hrani¢ni 0 0 0 2 0 11 14 8 12
Negativni 0 0 0 0 4 4 0 1
Referen. panel neg. vzdrk
Pozitivni 0 6 2 0 0 0 0 0 0
Hrani¢ni 0 21 14 8 6 0 0 0 0
Negativni 30 3 14 22 24 30 30 30 30
I ——
Shoda poz. vysledik(citivost) | 100,00% 100,00% 100,00% 100,00%78,95%  75,00% 100,00% 94,44%
Shoda neg. vysledispecifita) 33,33% 87,50% 100,00% 100,00%100,00% 100,00% 100,009%00,00%
Celk. diagn. shoda (efektivit§) 66,67%  93,75% 100,00% 100,00%89,47% 87,50% 100,00% 97,22%

Tab. 30Diagnosticka citlivost, diagnostick& specifitacdkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugatu Igiskpncentraci antigenQ,33 mg/ml

0%

Koncentrace konjugatu IgG
1:700 1:1000  1:1500  1:1700 1:1800  1:2000 1:2300  1:2500
Referen. panel poz. vzdrk
Pozitivni 30 30 30 28 30 14 15 22 17
Hrani¢ni 0 0 0 2 0 13 13 8 13
Negativni 0 0 0 0 3 2 0 0
Referen. panel neg. vzdrk
Pozitivni 0 9 2 0 0 0 0 0 0
Hrani¢ni 0 20 16 9 6 0 0 0 0
Negativni 30 1 12 21 24 30 30 30 30
I ——
Shoda poz. vysledik(citivost) | 100,00% 100,00% 100,00% 100,009%82,35%  88,24% 100,00% 100,¢
Shoda neg. vysledispecifita) 10,00%  85,71% 100,00% 100,00%100,00% 100,00% 100,009%00,00%
Celk. diagn. shoda (efektivitd) 55,00%  92,86% 100,00% 100,00%91,18% 94,12% 100,00% 100,Q

0%
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Tab. 31 Diagnosticka citlivost, diagnostick& specifitacdkova diagnosticka shoda vyslédk
pro vybrané koncentrace konjugatu Igiskpncentraci antigenQ,35 mg/ml

Koncentrace konjugéatu IgG
1:700 1:1000  1:1500  1:1700 1:1800  1:2000 1:2300  1:2500
Referen. panel poz. vzdrk
Pozitivni 30 30 30 28 30 16 14 23 18
Hrani¢ni 0 0 0 2 0 12 13 7 12
Negativni 0 0 0 0 2 3 0 0
Referen. panel neg. vzdrk
Pozitivni 0 10 2 0 0 0 0 0 0
Hrani¢ni 0 19 16 9 7 0 0 2 0
Negativni 30 1 12 21 23 30 30 28 30
I ——
Shoda poz. vysledik(citivost) | 100,00% 100,00% 100,00% 100,009688,89%  82,35% 100,00% 100,00%
Shoda neg. vysledispecifita) 9,09%  85,71% 100,00% 100,009100,00% 100,00% 100,009200,00%
Celk. diagn. shoda (efektivit§) 54,55%  92,86% 100,00% 100,00%94,44% 91,18% 100,00% 100,q0%

Tab. 32 Diagnosticka citlivost, diagnostick& specifitacdkova diagnosticka shoda vyslédk
pro vybrané koncentrace konjugatu Igiskpncentraci antigenQ,38 mg/ml

Koncentrace konjugatu IgG
1:700 1:1000  1:1500  1:1700 1:1800  1:2000 1:2300  1:2500
Referen. panel poz. vzdrk
Pozitivni 30 30 30 29 30 18 15 24 18
Hrani¢ni 0 0 0 1 0 11 14 6 12
Negativni 0 0 0 0 1 1 0 0
Referen. panel neg. vzdrk
Pozitivni 0 12 3 0 0 0 0 0 0
Hrani¢ni 0 17 16 10 9 0 1 1 0
Negativni 30 1 11 20 21 30 29 29 30
I ——
Shoda poz. vysledi(citivost) | 100,00% 100,00% 100,00% 100,009%94,74%  93,75% 100,00% 100,00%
Shoda neg. vysledispecifita) 7,69%  78,57% 100,00% 100,009100,00% 100,00% 100,009200,00%
Celk. diagn. shoda (efektivit§) 53,85%  89,29% 100,00% 100,00%97,37% 96,88% 100,00% 100,40%
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Tab. 33 Diagnosticka citlivost, diagnostick& specifitacdkova diagnosticka shoda vyslédk
pro vybrané koncentrace konjugatu Igiskpncentraci antigenQ,40 mg/ml

Koncentrace konjugéatu IgG
1:700 1:1000  1:1500  1:1700 1:1800  1:2000 1:2300  1:2500
Referen. panel poz. vzdrk
Pozitivni 30 30 30 29 30 19 14 24 20
Hraniéni 0 0 0 1 0 10 15 6 10
Negativni 0 0 0 0 1 1 0 0
Referen. panel neg. vzdrk
Pozitivni 0 13 3 0 0 0 0 0 0
Hrani¢ni 0 17 17 9 8 0 0 1 0
Negativni 30 0 10 21 22 30 30 29 30
I ——
Shoda poz. vysledik(citivost) | 100,00% 100,00% 100,00% 100,009%95,00%  93,33% 100,00% 100,00%
Shoda neg. vysledispecifita) 0,00%  76,92% 100,00% 100,009100,00% 100,00% 100,009200,00%
Celk. diagn. shoda (efektivit§) 50,00%  88,46% 100,00% 100,00%97,50% 96,67% 100,00% 100,q0%

Tab. 34 Diagnosticka citlivost, diagnostick& specifitacdkova diagnosticka shoda vyslédk
pro vybrané koncentrace konjugatu Igiskpncentraci antigenQ,43 mg/ml

Koncentrace konjugatu IgG
1:700 1:1000  1:1500  1:1700 1:1800  1:2000 1:2300  1:2500
Referen. panel poz. vzdrk
Pozitivni 30 30 30 29 30 19 18 27 20
Hrani¢ni 0 0 0 1 0 11 11 3 10
Negativni 0 0 0 0 0 1 0 0
Referen. panel neg. vzdrk
Pozitivni 0 12 3 0 0 0 0 0 0
Hrani¢ni 0 18 16 9 10 0 1 1 0
Negativni 30 0 11 21 20 30 29 29 30
I ——
Shoda poz. vysledi(citivost) | 100,00% 100,00% 100,00% 100,009400,00% 94,74% 100,00% 100,00%
Shoda neg. vysledispecifita) 0,00%  78,57% 100,00% 100,009100,00% 100,00% 100,009200,00%
Celk. diagn. shoda (efektivit§) 50,00%  89,29% 100,00% 100,00%100,00% 97,37% 100,00% 100,40%
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Tab. 35Diagnosticka citlivost, diagnostick& specifitacgdkova diagnosticka shoda vyslédk
pro vybrané koncentrace konjugatu Igiskpncentraci antigenQ,45 mg/ml

Koncentrace konjugatu IgG
1:700 1:1000  1:1500  1:1700 1:1800  1:2000 1:2300  1:2500
Referen. panel poz. vzdrk
Pozitivni 30 30 30 29 30 21 19 27 21
Hraniéni 0 0 0 1 0 9 10 3 9
Negativni 0 0 0 0 0 1 0 0
Referen. panel neg. vzdrk
Pozitivni 0 12 3 0 0 0 0 0 0
Hrani¢ni 0 18 18 10 9 0 0 1 0
Negativni 30 0 9 20 21 30 30 29 30
I ——
Shoda poz. vysledi(citivost) | 100,00% 100,00% 100,00% 100,009400,00% 95,00% 100,00% 100,00%
Shoda neg. vysledispecifita) 0,00%  75,00% 100,00% 100,009100,00% 100,00% 100,009200,00%
Celk. diagn. shoda (efektivit§) 50,00%  87,50% 100,00% 100,00%100,00% 97,50% 100,00% 100,q0%

Tab. 36 Diagnosticka citlivost, diagnostick& specifitacdkova diagnosticka shoda vyslédk
pro vybrané koncentrace konjugatu Igiskpncentraci antigenQ,48 mg/ml

Koncentrace konjugatu IgG
1:700 1:1000  1:1500  1:1700 1:1800  1:2000 1:2300  1:2500
Referen. panel poz. vzdrk
Pozitivni 30 30 30 29 30 20 21 27 22
Hraniéni 0 0 0 1 0 10 8 3 8
Negativni 0 0 0 0 0 1 0 0
Referen. panel neg. vzdrk
Pozitivni 0 14 4 0 0 0 0 0 0
Hrani¢ni 0 16 17 10 11 1 1 3 0
Negativni 30 0 9 20 19 29 29 27 30
I ——
Shoda poz. vysledi(citivost) | 100,00% 100,00% 100,00% 100,009400,00% 95,45% 100,00% 100,00%
Shoda neg. vysledispecifita) 0,00%  69,23% 100,00% 100,009100,00% 100,00% 100,009200,00%
Celk. diagn. shoda (efektivit§) 50,00%  84,62% 100,00% 100,00%100,00% 97,73% 100,00% 100,40%
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Tab. 37 Diagnosticka citlivost, diagnosticka specifitasdkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugéatu Igiskmncentraci antigenQ,50 mg/ml

Koncentrace konjugatu IgG
1:700 1:1000 1:1500 1:1700 1:1800  1:2000 1:2300 1:2500
Referen. panel poz. vzark
Pozitivni 30 30 30 30 30 21 22 28 23
Hraniéni 0 0 0 0 0 9 7 2 7
Negativni 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Referen. panel neg. vzdrk
Pozitivni 0 14 3 3 0 0 0 0 0
Hrani¢ni 0 16 20 8 12 2 0 5 0
Negativni 30 0 7 19 18 28 30 25 30
Shoda poz. vysledik(citivost) | 100,00% 100,00% 100,00% 100,009400,00% 95,65% 100,00% 100,00%
Shoda neg. vysledspecifita) 0,00%  70,00%  86,36% 100,00%100,00% 100,00% 100,0092.00,00%
Celk. diagn. shoda (efektivitd) 50,00%  85,00%  93,18% 100,00%100,00% 97,83% 100,00% 100,00%

Tab. 38 Diagnosticka citlivost, diagnosticka specifitaedkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugatu Igiskmncentraci antigenQ,52 mg/ml

Koncentrace konjugatu IgG
1:700 1:1000 1:1500 1:1700 1:1800  1:2000 1:2300 1:2500
Referen. panel poz. vzark
Pozitivni 30 30 30 30 30 22 22 28 22
Hraniéni 0 0 0 0 0 8 8 2 8
Negativni 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Referen. panel neg. vzdrk
Pozitivni 0 16 4 0 1 0 0 0 0
Hraniéni 0 14 17 11 11 0 0 5 0
Negativni 30 0 9 19 18 30 30 25 30
Shoda poz. vysledik(citivost)| 100,00% 100,00% 100,00% 100,009400,00% 100,00%  100,00% 100,00%
Shoda neg. vysledspecifita) 0,00%  69,23% 100,00% 94,74%100,00% 100,00% 100,0092.00,00%
Celk. diagn. shoda (efektivitd) 50,00%  84,62% 100,00% 97,37%100,00% 100,00% 100,00% 100,00%

Z vysledki celkové diagnostické shody (Tab. 27-38) je patzrél00% efektivita se
vzdy pohybuje kolemiedni konjugétu IgG 1:1500-1:1800. #ipirecéni konjugatu IgG
1:2300 a 1:2500 je efektivita také 100%, ale klpséet pozitivnich vysledk v panelu

referegnich pozitivnich sér a stoupa dqed hranénich vysledk. Z toho vyplyva, Ze tyto
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koncentrace konjugatu Ize povaZovat za nevhodnép&lakoncentrace konjugatu sijsi nez
1:1500 (tzn. 1:1000 a 1:700) ukazuji pozitivitu mdkterych referetnich negativnich vzoik
Cc0Z znamena, Ze tyto koncentrace nejsou vhodn@& dejvhodijSi se u titraces. 2 jevi
koncentrace konjugatu 1:1700, kdy je efektivitalgna pro vybrané koncentrace antigenu
témef vzdy 100% (Tab. 22). Vyhodnocovaci protokoly pra&entraci konjugatu IgG 1:1700
jsou pro nazornostipoZeny k této praci (Plohac. 1-4).

NejvhodrgjSi koncentrace antigenu PBP2a se utéto titracazuj& koncentrace
vrozmezi 0,30-0,35 mg/ml, kdy vSechny reférénpozitivni vzorky davaji pozitivni
vysledek a u referénich negativnich vzoik je nejmensi pe&et hrantnich vysledk. Lze
konstatovat, Ze jako vhodné pro vyrobu soupravy $gGevi koncentrace antigenu PBP2a od
0,30 mg/ml do 0,45 mg/ml (Tab. 29-35) a koncentriemgjugatu 1gG v rozmezi 1:1500—
1:1800.

Ziskané vysledky nam ukazaly, Ze stgjmko u Uvodni titrace lz#ci, Ze koncentrace
nizsi nez 0,25 mg/ml se jevi jako nevhodné, prospexifita vysledk je velmi nizka. Vyssi
koncentrace antigenu nez 0,45 mg/ml se projevlig jako nevhodné, protoZdipéchto
vySSich koncentracich se g@ negativnich vysledk v panelu referefmich negativnich

vzorka snizuje a péet hrantnich vysledk se zvySuje.

Z hodnoceni titrac&. 1 vyplyva, Ze by bylo vhodné pro vyrobu soupraguZiti
koncentrace antigenu PBP2a 0,25 mg/nfl, pouziti koncentrace konjugatu IgG 1:1000
a titrace¢. 2 ukazuje jako nejvhodjsi koncentrace antigenu PBP2a v rozmezi 0,30-0,35
mg/ml, @ pouZiti koncentrace konjugatu IgG 1:1700. Z rézolti analyz vysledk titracec.

1 ac¢. 2 se daji konstatovat ditd pravidla pro vyrobu blot-line soupravy pro dete
specifickych protilatek proti rekombinantnimu aetigi PBP2a. i¢d kazdou vyrobou nové
SarZe se na zkuSebni nitrocelul6zovou membranusnanézné koncentrace antigenu PBP2a
v daném rozmezi (tj. v tomtotipact koncentrace antigenu 0,25-0,45 mg/ml). Na panelu
referegnich sér se provede optimalizovana detekce s pouziejvhodgjSi koncentrace
konjugatu IgG (tj. v tomto ifipact koncentrace 1:1700). Nasledse vybere nejvhodisi
koncentrace antigenu PBP2a, ktera se nanese nhnySegrobni karty s nitrocelulézovou
membranou. K této koncentraci antigenu se potérujgi s pouzitim panelu referarich sér
vhodny konjugat 1gG, iixemz se budou zkouSet koncentrace v rozmezi 1:10080Q. Tato

nepsana pravidla plati obecpro vSechny soupravy blot-line a potvrdila sedmto gipad.
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5.4 Charakteristika metody pro t¢idu imunoglobulina IgG

5.4.1 Opakovatelnost

Bylo provedeno Sestnact detekci optimalizovanouodwi blot-line v jednom dni
(20.3.2017) na stejnémiiptroji a stejnym operatorem. Detekce byla provedsa temi
vzorky, v zastoupeni pozitivni (P29), hrami (N42) a negativni (N52). Konjugat IgG byl
pouzit o koncentraci 1:1700, opakovatelnost bysaleVana pro koncentrace antigenu PBP2a
v rozmezi 0,30-0,45 mg/ml (celkem sedm koncentrdsfo vybrané koncentrace antigenu

a konjugatu byly zvoleny na zakkadysledki titraceg. 2.

Tab. 39 Tabulka opakovatelnosti vysleilkro konjugéat 1IgG 1:1700.

. Vzorek P29 Vzorek N42 Vzorek N52
nfélfs;%i Hodnota intenzity zabarveni linie [a.u.], pro vybrané koncentrace antigenu PBP2a [mg/ml]

0,30 0,33 0,35 0,38 0,40 0,43 045 0,30 0,33 0,35 0,38 0,48 0,45/ 0,30 0,33 0,35 0,38 0,40 0,43 0}45
1 31,76 35,69 32,16 35,69 35,69 37,65 36,867 9,41 7,06 9,80 7,45 10,20 9,40,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0
2 132,94 38,04 35,69 38,82 37,65 40,78 42.8%7 9,80 7,84 10,20 8,63 10,98 10,®00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,pO
3 33,73 34,51 35,29 38,82 36,86 39,22 36,863 9,80 9,02 11,37 8,63 10,98 90,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0
4 127,06 31,37 28,63 33,33 30,98 33,33 31,8@4 11,37 9,41 12,16 10,59 12,55 11,000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0
5 34,51 39,22 36,08 39,22 37,25 39,61 38949 7,84 7,45 10,98 8,63 10,20 8,68,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0
6 (29,80 33,73 31,76 36,08 34,90 38,43 36,84 10,59 9,41 11,76 10,2A%,1212,1¢4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,pO
7 30,98 33,73 32,16 35,69 34,90 38,04 3¢,&67 11,37 7,84 11,76 9,80 11,76 1¢,900 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0
8 36,47 38,82 37,25 41,57 39,61 42,75 4119620 12,16 10,593,33 14,90 14,51 13,38,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0
9 (36,86 41,18 37,65 41,18 38,82 41,57 3912p59 12,55 11,313,3312,9414,90 14,120,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,pO
10 |32,55 36,47 33,73 38,04 36,47 39,61 38,230 12,16 10,943,7312,5514,90 13,780,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0
11 |36,86 41,96 39,22 42,75 39,61 42,75 4(]3920 12,55 10,983,7312,1614,12 13,7830,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0
12 |38,82 42,35 40,78 43,53 42,75 44,71 40.9®2 11,37 10,593,7312,5514,1212,94 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0
13 |37,65 41,18 38,82 42,35 40,00 41,57 34%3 9,80 9,02 11,37 11,37 12,16 12,0000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0
14 |34,51 38,82 36,08 39,22 37,65 40,00 3$1@5913,3310,9813,7312,5513,73 13,380,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0
15 |35,69 40,00 37,25 40,00 39,61 40,39 38,4%3 9,80 9,02 10,20 9,02 10,98 11,®00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0
16 |36,86 40,78 37,65 43,14 41,18 43,92 4115798 12,55 10,983,7312,1614,51 13,780,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0
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Tab. 40 Tabulka pro opakovatelnost IgG, vyed ptaimérné intenzity [a.u.], serodatné
odchylky a varigniho koeficientu [%] pro jednotliva &eni, snérodatné odchylky

a varigniho koeficientu [%] pro cely rozsah.

Vzorek P29 Vzorek N42 Vzorek N52

Pocet testi 16 16 16 16 16 16 1 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 |16

Priméma intenzita

[au] 34,19 37,99 35,64 39,34 37,75 40,27 38,55 8,68 11,03 9,58811,88 12,79 11,99 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 DP,00

Smérodatna odchylka| 3,20 3,36 3,22 3,02 2,85 2,76 2,67 1,67 151 1,44 144 205 172| 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0{00

Varia&ni koeficient

[%)] 9,35 8,85 9,03 7,69 7,56 6,86 692 19,24 13,67 15,07 11,8611%8,66 14,3¢4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Smérodatna odchylka
pro cely rozsah 1'99

Varia&ni koeficient
pro cely rozsah [%] 10,09

Z vysledki se vypditala hodnota mmérné intenzity zabarveni linii, sfrodatna
odchylka a variéni koeficient pro jednotliva steni. Dale se vypotala snérodatna odchylka
pro cely rozsah, ktera je 1,99 a vaniakoeficient pro cely rozsah, kte¢inni 10,09 %, (Tab.
40). Tésnost shody opakovaného vyget téhoz vzorku je vyj&dna varignim koeficientem,
variani koeficient je matematické vyjéehi miry shody mezi vysledky (neboli rozptylu
vysledk). Variatni koeficient daného stanoveni bylnbyt do 15 %. Pokud je vafiai

koeficient vysSi, je nutno stanoveni opakovat, tiebgsledky nejsou dostates piesné.
Z toho lIze usuzovat, Ze preciznost metody za poekndpakovatelnosti je dostgici.

5.4.2 Reprodukovatelnost

Bylo provedeno Sestnact detekci optimalizovanouodwi blot-line wasovém
rozmezi od 27.2.2017 do 20.3.2017 (Tab. 41), s pioustyt Sarzi komponent, na dvou
raiznych z#izenich aiemi miznymi operatory. Detekce byla provedena #amt vzorky,

v zastoupeni pozitivni (P29), hrani (N42) a negativni (N52). Konjugat IgG byl pouzit
o koncentraci 1:1700, reprodukovatelnost byla stéda pro koncentrace antigenu PBP2a
v rozmezi 0,30-0,45 mg/ml (celkem sedm koncentrdgifo vybrané koncentrace antigenu

a konjugatu byly zvoleny na zakkadysledki titraceg. 2.
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Tab. 41 Tabulka reprodukovatelnosti vysladgro konjugat 1IgG 1:1700.

Datum Vzorek P29 Vzorek N42 Vzorek N52
méx’-evnvi, 5",5|0 Hodnota intenzity zabarveni linie [a.u.], pro vybrané koncentrace antigenu PBP2a [mg/ml]

merent 0,30 0,33 0,35 0,38 0,40 0,43 0,45 0,30 0,33 0,35 0,38 0,48 M#45| 0,30 0,33 0,35 0,38 0,40 0,43 045
27.2.2017 1{33,73 36,86 32,16 36,86 34,90 35,69 34,863 1059 9,02 11,76 10,59 12,16 11,800 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0
28.2.2017 2/32,94 37,25 33,73 36,47 34,90 38,04 36,480 11,37 9,80 11,76 10,59 11,76 11,000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0
1.3.2017 3|39,22 40,39 38,43 40,39 38,82 39,61 39,2211 10,59 9,02 10,98 9,80 11,37 1¢,AmM00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,P0
2.3.2017| 4{36,47 39,22 37,25 40,00 38,04 39,22 3§,880 10,98 10,59 12,55 11,76 12,94 11,000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0
3.3.2017] 5|35,29 37,25 35,29 37,25 35,29 37,65 37,624 10,20 9,02 10,59 9,80 10,59 10,%L00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0
5.3.2017] 6[39,22 40,78 40,00 41,18 41,18 43,14 408920 10,59 10,59 10,59 11,37 12,94 12,0600 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0
6.3.2017] 7/34,90 37,65 33,33 35,69 32,94 35,69 33,3B8 7,45 6,67 8,24 7,84 8,24 748,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 O0,p0
8.3.2017] 8|34,12 36,47 36,08 38,82 38,04 39,22 39,624 9,80 9,41 10,98 11,76 11,37 10,9800 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0
9.3.2017] 9|36,86 40,00 37,25 39,22 39,61 41,57 40,663 10,20 9,41 10,98 10,59 11,76 11,800 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0
10.3.2017 1036,47 39,61 36,08 38,82 37,65 39,61 38,080 10,98 10,20 11,76 11,783,3312,94 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12.3.2017 1138,43 40,00 39,22 41,18 40,78 41,57 39,602 9,80 9,41 10,59 10,20 10,59 11,000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,P0
14.3.2017 1238,43 40,78 39,61 41,57 40,78 42,75 4118620 10,98 10,20 11,37 11,76 12,924,122 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,P0
15.3.2017 1834,12 35,29 32,55 34,12 34,12 36,08 34,9m6 7,84 7,06 8,24 8,63 8,63 9,pBO0 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00
17.3.2017 1438,04 38,82 35,29 39,22 39,61 40,39 40,396 8,63 8,24 9,41 9,80 12,16 10[9800 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
18.3.2017 1%37,25 39,61 39,22 40,39 41,18 41,96 41,345 7,84 7,06 7,84 8,63 824 8,800 0,00 000 0,00 000 0,00 0,00
20.3.2017 1630,98 33,33 33,33 33,73 33,73 34,51 34,9015 7,45 7,84 8,63 8,63 9,41 105300 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,p0

Tab. 42 Tabulka pro reprodukovatelnost IgG, v¢pbpitimérné intenzity [a.u.], s#rodatné
odchylky a varigniho koeficientu [%] pro jednotliva &eni, snérodatné odchylky

a varigniho koeficientu [%] pro cely rozsah.

Vzorek P29 Vzorek N42 Vzorek N52

Pocet testi 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 6 16 16 16 16 16 16 |16

Priaméma intenzita

[au] 36,03 38,33 36,18 38,43 37,60 39,17 38,21 8,55 9,71 8,9791®2?2 11,15 11,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Smérodatna odchylka| 2,42 2,14 2,65 2,48 2,88 2,69 2,66 130 1,38 126 147 122 1,68/ 000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0j00

Varia&ni koeficient

[%)] 6,72 558 7,33 646 7,66 6,88 696 1518 14,27 14,09 14,85115,41 15,24 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Smérodatna odchylka
pro cely rozsah 1’71

Varia&ni koeficient
pro cely rozsah [%] 9,23

Z vyslediki se vypdaitala hodnota @mérné intenzity zabarveni linii, strodatna

odchylka a variéni koeficient pro jednotliva steni. Dale se vypotala snérodatna odchylka
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pro cely rozsah, kterd je 1,71 a véaniakoeficient pro cely rozsah, ktetynni 9,23 % (Tab.
42). Variagni koeficient pro cely rozsah vyjage analytickou preciznost v rAmci stanoveni.
Variacni koeficient daného stanoveni bylroyt do 15 %. Pokud je vatiai koeficient vySsi,

je nutno stanoveni opakovat, nébwysledky nejsou dostates presné. Z toho Ize usuzovat,
Ze vysledky preciznosti metody za podminek reprosgatelnosti jsou vyborné a nastavena
metoda spiuje poZzadovana kritéria.

5.5 Titrace antigenu¢. 3, pro tFidu imunoglobulina IgM

Titrace ¢. 3 byla provedena veidé imunoglobuliri IgM. Tato tida je dominantni
tiidou imunoglobulid v primarni imunitni odpaodi. Jejich koncentrace pogkolik tydna
stoupa a pak klesa, zatimco nastupuje tvorba IggkoRbinantni antigen PBP2a (c= 0,59
mg/ml) byl n&edn na dvanact koncentraci: c= 0,25; 0,28; 0,30;;03%; 0,38; 0,40; 0,43;
0,45; 0,48; 0,50; 0,52 mg/ml v dialyrdm Tris pufru, na kory objem 160,0 pl. Tyto
koncentrace byly naneseny na nitrocelul6zovou méambr Poté byla provedena detekce
stripi pomoci optimalizované metody blot-line. Bylo testno Sedesat vzaikidské plazmy,
referegni pozitivni vzorky byly ozngeny P1 — P30 arefer&m negativni vzorky byly
oznaeny N31 — N60. Pouzita koncentrace konjugatu IgNaty1000, p této koncentraci
Ize jiz predpokladat pozitivitu u vzérplazem paciefits akutnim onemoeénim (Tab. 43).
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Tab. 43 Antigen PBP2a, hodnoty intenzity zabarv. liniu[.redni konjugétu IgM 1:1000.

Koncentrace antigenu PBP2a [mg/ml]

Cislo vzorky 0,25 0,28 0,30 0,33 0,35 0,38 0,40 0,43 0,45 0,8%0 0,52

P1 039 0,78 0,78 000 0,78 039 000 0,78 039 0,78 0,39 [0,00
P2 118 118 1,18 0,00 235 314 000 314 549 314 4,71 |0,00
P3 118 157 235 235 19 106 000 235 275 275 235 (0,00
P4 157 118 196 039 157 275 000 275 235 235 235 |0,39
P5 196 19 196 118 235 235 039 039 275 19 353 |0,00
P6 0,00 039 000 000 0,00 039 000 0,00 000 000 0,00 [000
P7 275 235 275 000 353 353 000 549 431 471 4,71 |0,00
P8 235 314 314 039 392 431 039 4,71 392 431 4,71 0,39
P9 118 157 157 039 157 235 039 235 196 235 275 |0,00
P10 19 157 235 0,78 275 235 000 235 275 3,14 314 (0,39
P11 000 039 065 031 0,78 118 000 0,78 078 039 0,78 |0,00
P12 039 039 039 000 039 039 000 039 039 000 039 |0,00
P13 1,18 157 118 000 157 118 039 157 19 1,18 157 (0,00
P14 157 039 118 039 118 118 0,00 1,18 118 1,18 0,78 |0,00
P15 o078 0,78 078 000 0,78 118 000 118 118 1,18 157 |0,00
P16 039 275 031 353 039 118 000 118 039 471 157 |0,39
P17 19 235 235 039 275 314 000 000 314 353 353 (0,39
P18 157 157 157 000 19 157 000 275 196 19 275 |0,00
P19 0,78 0,78 039 000 039 078 000 036 118 19 157 |0,00
P20 1,18 353 19 000 235 000 1,18 039 353 000 275 (0,39
P21 0,78 0,00 000 000 039 039 0,78 000 039 000 039 |000
P22 157 118 157 000 19 19 039 235 235 275 235 (0,00
P23 1,18 000 392 4,71 157 510 0,00 000 0,78 039 235 |0,00
P24 o078 0,78 078 000 0,78 157 000 118 118 157 1,18 |0,00
P25 0,78 0,78 039 000 039 039 000 0,78 118 157 118 |0,00
P26 19 314 314 039 275 314 000 353 392 431 549 (235
P27 157 19 19 000 235 314 039 392 314 353 353 |0,00
P28 118 157 235 235 19 196 039 235 275 235 275 |0,00
P29 19 19 314 000 353 314 000 431 392 431 353 (0,78
P30 235 314 353 000 353 353 000 392 431 510 510 |0,00
N31 0,78 0,00 000 000 0,78 039 000 0,78 078 0,78 0,78 |0,00
N32 118 118 118 039 235 235 039 19 275 235 235 |0,00
N33 1,18 0,78 0,78 235 039 471 039 000 118 157 1,18 (0,00
N34 039 039 000 000 0,78 078 0,78 039 000 039 0,39 |0,00
N35 235 235 235 000 392 275 000 353 314 353 314 |0,00
N36 078 118 0,78 000 118 000 000 157 157 157 157 |0,00
N37 o078 0,78 078 039 157 118 000 0,00 0,78 1,18 1,18 |0,00
N38 157 157 078 039 235 118 0,00 000 157 118 1,18 |0,00
N39 19 0,78 078 000 157 157 039 078 118 0,00 1,18 |0,00
N40 039 039 078 000 039 118 000 0,00 039 0,78 0,78 [0,39
N41 314 0,78 19 000 157 000 000 000 235 157 157 |0,39
N42 078 039 039 000 19 078 353 19 118 1,18 118 |0,39
N43 078 118 157 000 118 1,18 0,00 0,00 157 000 157 |0,00
N44 1,18 19 157 000 19 275 000 000 235 353 314 (0,00
N45 1,18 000 118 039 078 000 118 039 039 0,00 0,78 |0,00
N46 039 039 118 0,78 0,78 000 000 0,78 0,78 0,00 0,39 |0,00
N47 1,18 1,18 118 000 1,18 118 000 000 19 157 1,18 (0,00
N48 000 039 078 039 118 0,78 039 000 1,18 0,00 1,18 |0,00
N49 078 157 118 000 118 19 000 0,00 19 235 353 [0,39
N50 0,00 0,07 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 039 [000
N51 157 157 157 000 157 0,00 000 000 19 0,00 353 (039
N52 157 157 235 471 314 353 157 19 19 275 3,14 |157
N53 157 353 2,75 118 235 353 157 000 275 039 235 (0,00
N54 0,00 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 [000
N55 118 157 196 0,00 157 078 157 000 235 275 275 |0,39
N56 o078 118 118 000 19 039 0,78 039 19 039 157 |0,00
N57 078 0,78 118 039 118 000 039 029 157 000 157 |0,00
N58 o078 118 118 000 0,67 0,78 0,00 0,00 000 039 0,78 |0,00
N59 19 118 1,18 0,00 19 000 0,00 000 157 039 235 |0,00
N60 118 118 118 012 157 118 000 118 196 157 1,18 (0,38
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Z vysledku je patrné, Ze testované refénérpozitivni vzorky vykazuji v tétorideé
imunoglobulini negativitu. Fida protilatek IgM je zapojena d&éasné imunitni odpadi,
a proto je pitomnost IgM uZiténd @i stanoveni, zda se jedna o akutni infekdit@mny
protilatky IgM). Potvrdilo se, Ze pacienti nepétalaji akutni infekci MRSA, ale Ze tito
pacienti byli na tuto infekci jiz eni (vyskyt protilatek IgG).

5.6 Titrace antigenu¢. 4, pro tFidu imunoglobulina IgA

Titrace ¢. 4 byla provedena veide imunoglobulini IgA. Tiida IgA jsou sliznini
protilatky, jsou produkovany B-lymfocyty, které sgskytuji ve slizninich vrstvach (ve
slinach, slzach, sekretech dychaciho a zazivac#tojij v sekretech vaginalni sliznice
a v matéském mléce). Rekombinantni antigen PBP2a (c= 0,%9mi) byl naedn na
dvanéct koncentraci: c= 0,25; 0,28; 0,30; 0,33500838; 0,40; 0,43; 0,45; 0,48; 0,50; 0,52
mg/ml v dialyz&nim Tris pufru, na korgy objem 160,0 ul. Tyto koncentrace byly naneseny
na nitrocelul6zovou membranu. Poté byla provedestekde strif pomoci optimalizované
metody blot-line, za pouZitityi koncentraci konjugéatu IgA (1:500, 1:700, 1:1000,500).
Vtitraci ¢. 4 bylo testovanoctyricet vzorki lidské plazmy, ztoho deset refetaich
pozitivnich vzork (ozna&eny P2, P3, P14, P15, P16, P17, P20, P24, P25, &figpt
referegnich negativnich vzortk (oznadeny N31 — N60). Referéni pozitivni vzorky byly
ziskany od pacient kte‘i maji potvrzenou diagn6ézu MRSA na sliznicich. Zis& vysledky

pro vybrané koncentrace antigenu a konjugatu jsedeny v tabulkach (Tab. 44-47).
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Tab. 44 Antigen PBP2a, hodnoty intenzity zabarveni liaiuf],fedni konjugatu IgA 1:500.

Koncentrace antigenu PBP2a [mg/ml]

Cislo vzorky 0,25 0,28 0,30 0,33 0,35 0,38 0,40 0,43 0,45 0,8%0 0,52
P2 1451 16,47 20,00 19,61 22,35 19,61 2510 23,14 26,27 2%1&B 26,6
P3 12,16 13,73 14,90 15,29 16,08 15,29 16,86 16,47 17,65 17,25 17486|1
P14 17,65 19,61 21,18 23,53 23,53 22,35 25,49 25,10 26,67 26{245 27,49
P15 33,73 34,51 34,51 34,90 36,47 35,29 37,65 38,04 37,65 376E 37,24
P16 10,59 11,7616,47 14,51 16,08 15,29 18,43 16,86 19,61 1843 20,78 pO0,78
P17 14,51 16,08 16,86 16,47 16,86 17,25 18,43 17,65 19,22 20081 118,82
P20 17,65 22,75 39,61 24,31 26,67 24,71 27,84 27,06 28,24 2870 27,44
P24 33,33 35,69 36,86 39,22 40,78 41,18 42,35 43,53 43,53 43975 44,71
P25 21,96 23,53 27,45 29,41 29,41 29,41 32,94 31,76 33,73 344190 35,64
P29 13,73 14,12 16,08 16,08 18,04 16,86 20,00 18,43 20,00 20138 20,34
N31 392 431 6,27 510 7,06 549 784 667 784 745 8,63 7,84
N32 431 4,71 706 6,67 784 706 980 9,80 1098 9,80 11,76 10,98
N33 784 784 941 1294 980 9,80 11,76 10,59 12,16 11,76 1221%6|1
N34 1,18 118 235 1,18 19 157 19 157 19 19 196 (1,57
N35 6,67 431 745 549 6,27 549 7,06 588 6,67 6,67 941 7,06
N36 353 353 627 510 6,27 549 745 627 784 745 9,02 8,643
N37 157 118 235 157 157 157 157 19 157 157 2,75 (157
N38 118 157 235 118 196 118 157 157 157 235 196 (1,96
N39 275 196 353 235 314 2,75 392 314 353 353 431 [3,53
N40 353 157 2,75 157 2775 196 314 235 2,75 2,75 431 |2,75
N41 0,00 000 0,00 0,00 0,00 000 000 000 0,00 039 0,78 |0,78
N42 431 431 588 431 510 4,71 549 510588 588 6,27 627
N43 157 118 314 118 157 157 157 157 196 157 2,75 (1,96
N44 392 431 588 510 588 549 667 583 745 7,06 824 745
N45 392 431 588 4,71 5,10 5,10 588 6,27 5,88 549 6,67 5,49
N46 196 157 275 1,18 19 118 235 235 275 196 392 (2,35
N47 471 353 4,71 431 510 4,716,27 588 6,27 6,27 745 6,37
N48 235 235 314 275 2,75 275 314 2,75 353 314 431 [353
N49 471 353 549 392 510 4,71 510 431 549 54388 549
N50 2,75 314 549 353 392 392 392 392 510 431 549 |[3,07
N51 314 392 431 353 431 353 510 4,71 510 5427 510
N52 4,71 4,71 627 549 667 588 745 745 784 784 863 7/06
N53 0,78 039 012 0,78 132 118 0,78 157 118 157 196 (2,75
N54 471 706 588 627 627 667 784 7,06 980 1059 10,20 B,24
N55 431 314 510 314 4,71 353 431 353 39227 510 431
N56 196 196 314 196 19 235 2,75 2,75 314 314 353 (3,14
N57 353 392 549 510588 510 6,27 549 6,27 6,27 7,06 6,27
N58 431 4,71 588 4,71 5,10 431 549 5,106,67 745 6,67 6,21
N59 549 549 745 784 824 667 863 745 980 824 980 9,02
N60 235 196 314 196 235 196 353 275 392 314 392 (353
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Tab. 45 Antigen PBP2a, hodnoty intenzity zabarveni liaiuf],fedni konjugatu IgA 1:700.

Koncentrace antigenu PBP2a [mg/ml]

Cislo vzorky 0,25 0,28 0,30 0,33 0,35 0,38 0,40 0,43 0,45 0,8%0 0,52
P2 12,55 13,33 14,90 14,51 16,86 16,47 19,22 18,04 21,18 19,61 2105782
P3 8,63 9,02 10,98 10,98 12,16 12,55 12,94 12EH12 14,12 14,12 14,12
P14 13,73 14,90 16,86 18,04 18,04 16,47 20,00 19,61 21,96 2132 21,5}
P15 27,06 27,84 28,63 30,20 30,20 30,59 30,59 31,37 31,37 3Fb 34,14
P16 784 941 11,37 11,76 12,94 12,93,73 12,94 14,90 1490 14,90 14,90
P17 11,37 11,76 12,94 12,16 12,55 12,98,73 13,73 14,90 1490 16,08 1451
P20 14,90 16,47 19,22 19,22 20,39 18,82 22,75 20,39 22,75 21118 23,14
P24 29,80 31,76 34,90 35,29 35,69 35,69 36,08 36,47 36,86 3&IN 38,43
P25 12,55 13,73 16,08 16,47 18,43 17,65 20,39 19,22 24,31 25,10 27/06|2
P29 9,80 10,98 12,9413,73 13,3312,16 14,12 13,73 1529 16,08 18,04 16{47
N31 314 314 431 314 431 4,71 510 431 510 4,A27 5,10
N32 353 431 549 431 549 471627 510 7,06 588 745 7,06
N33 6,27 7,06 10,20 9,02 902 7,84 9,02 8,63 10,20 9,02 9,80 (9,02
N34 078 037 118 0,39 0,78 000 0,78 0,78 0,78 039 0,78 |0,78
N35 392 314 4,71 314 392 392 4,71 431 510 4,588 4,71
N36 235 314 431 392 471 392 549 392 549 58P7 549
N37 157 118 157 069 118 118 157 1,18 196 157 196 (1,03
N38 0,00 0,78 0,78 0,00 0,00 000 000 0,00 0,00 0,00 0,00 |0,00
N39 196 353 353 157 19 19 235 235 275 2,75 3,14 (353
N40 118 118 196 066 1,18 118 19 19 235 196 3,14 (1,96
N41 0,00 000 0,00 0,00 0,00 000 000 0,00 0,00 000 0,78 |0,72
N42 431 392 471 353 510 392 431 549 510 510 510 [549
N43 23 19% 314 0,78 071 118 2,75 157 157 118 157 |0,67
N44 392 431 392 2,75 353 353 4,71 392 510 5488 5,10
N45 902 392 471 431 510 431 510688 588 588 5,885,10
N46 275 235 314 196 2,75 235 314 353 471 392 431 (3,14
N47 196 2,75 314 275 314 314 353 392 510 4,71 510 (4,31
N48 275 235 314 235 275 235 275 2,75 275 2,75 314 (3,14
N49 314 353 353 353 392 392 392 309 471 431 471 471
N50 196 196 392 235 235 157 19 235 392 105 2,75 (431
N51 314 275 353 314 353 275 353 353 392 392 392 471
N52 353 353 471 353 431 392 510 4,71 510 549 549 [510
N53 0,00 000 0,00 0,00 012 039 000 039 039 0,78 1,18 |1,18
N54 471 431 510 4,71588 510 627 627 6,27 6,27 6,27 6,67
N55 314 314 392 235 314 2,75 314 275 353 314 431 |392
N56 039 078 157 0,78 0,78 0,78 118 118 157 157 235 |1,96
N57 314 353 431 392 392 353 431 471 4,488 4,71 471
N58 322 392 4,71 431 4,71 431 510 510 510 5,10 549 [549
N59 314 431 431 431 510627 549 4,71 549 549 549 549
N60 157 118 235 196 147 235 235 275 235 275 275 [2,35
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Tab. 46 Antigen PBP2a, hodnoty intenzity zabarv. liniu[.redéni konjugétu IgA 1:1000.

Koncentrace antigenu PBP2a [mg/ml]

Cislo vzorky 0,25 0,28 0,30 0,33 0,35 0,38 0,40 0,43 0,45 0,8%0 0,52
P2 10,59 14,12 12,94 15,29 15,69 14,90 16,86 17,25 18,82 18,82 19,22 20,00
P3 9,80 11,76 12,16 12,16 11,76 12,33,33 13,33 13,73 13,73 14,90 1451
P14 15,29 17,25 18,04 20,00 19,61 18,82 20,00 21,18 21,57 21118 21,5}
P15 32,16 34,90 33,73 36,08 35,69 37,25 36,47 37,65 35,29 37641 36,41
P16 8,24 10,9813,73 11,37 11,37 11,37 1294 12,1H4,12 14,12 15,29 14,90
P17 11,76 13,33 13,73 14,12 13,33 14,12 14,90 14,51 1529 1569 15297|1
P20 13,73 18,43 19,22 18,82 20,39 19,22 22,35 20,78 21,18 21313 23,14
P24 26,67 32,16 30,98 32,55 32,16 32,94 33,73 34,51 33,33 35/290 36,41
P25 12,55 16,86 17,25 17,25 16,86 18,43 20,00 19,22 20,39 20,78 2317b|2
P29 10,59 14,12 13,73 14,12 1490 1451 1529 1647 16,86 17,65 1772%5|1
N31 235 2,75 314 235 314 314 431 4,71 4,71 431 549 |4,71
N32 314 392 431 392 510 431 510 548,67 588 6,67 6,67
N33 549 6,67 745 902 784 745 902 9,02 941 941 941 P02
N34 078 0,78 118 039 0,12 0,78 157 038 157 157 157 |157
N35 337 431 549 431 510 4,71588 549 7,06 6,67 824 6,6f
N36 2,75 314 392 314 431 392 431 431 549 4/F88 549
N37 0,78 0,78 157 0,78 0,78 1,18 118 1,18 196 157 235 [1,96
N38 000 000 039 000 039 039 039 039 039 039 0,78 |0,39
N39 235 196 2,75 196 2,75 235 2,75 235 235 235 275 [2,75
N40 078 039 2,75 118 0,78 0,78 157 157 235 157 275 |1,96
N41 0,00 000 0,00 0,00 0,00 000 000 0,00 0,00 000 0,78 |0,72
N42 392 471 510 431 510 471 510 4,71 510 4,71 510 5,10
N43 118 118 157 118 157 118 157 1,18 1,18 3,14 1,18 (0,39
N44 275 2,75 392 314 353 314 431 353 392 431 4,71 |[392
N45 392 353 4,71 431 549 471588 549 7,06 549 6,27 549
N46 235 196 4,71 235 2,75 2,75 353 2,75 314 2,75 392 [2,75
N47 2,75 314 353 314 314 314 392 353 392 353 431 (3,92
N48 275 118 015 064 030 029 0,00 0,00 026 034 0,19 (0,00
N49 157 196 2,75 196 196 196 2,75 2,75 2,75 353 353 (353
N50 0,78 029 0,77 0,78 1,18 0,78 118 0,78 0,89 196 431 |[2,27
N51 19 196 2,75 235 235 235 314 314 392 3,14 392 (3,53
N52 353 353 510 431 431 431 471 431 549 58R7 549
N53 0,00 000 0,00 0,00 000 000 000 000 039 0,78 0,78 |0,00
N54 431 4,71 471 431 4,771 510627 431 627 588 7,06 5,88
N55 235 2,75 314 196 2,75 19 2,75 235 314 314 431 |3,14
N56 039 000 0,78 0,00 039 000 039 000 0,00 0,00 0,00 |0,00
N57 157 157 2,75 196 196 196 2,75 3,14 353 392 431 (431
N58 392 314 353 353 392 353 431 510 549 549 549 [549
N59 431 431 510 4,71 510784 588 549 6,67 6,27 6,67 6,61
N60 039 0,78 0,78 0,00 039 078 0,78 0,78 118 118 196 |157
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Tab. 47 Antigen PBP2a, hodnoty intenzity zabarv. liniu[.redni konjugétu IgA 1:1500.

Koncentrace antigenu PBP2a [mg/ml]

Cislo vzorky 0,25 0,28 0,30 0,33 0,35 0,38 0,40 0,43 0,45 0,8%0 0,52
P2 706 784 824 902 941 9,02 1098 10,2833 12,94 14,12 1451
P3 6,27 745 7,84 9,02 1098 863 9,02 941 980 980 10,20 |941
P14 9,80 11,76 11,37 11,76 11,37 12,9647 14,12 1569 16,08 16,86 17|65
P15 21,57 22,35 21,96 23,14 24,31 23,14 24,31 24,71 2510 253® 26,2}
P16 353 431 6,67 510 5,10 4,71 6,27 627 745 745 7,84 7,06
P17 6,27 7,84 9,02 824 824 784 863 863 980 1020 9,80 [0,98
P20 745 9,80 10,98 11,7643,73 12,16 13,73 12,55 14,12 14,12 14,12 1451
P24 17,25 19,61 20,39 21,18 22,35 21,57 23,92 23,92 24,71 25181 25,49
P25 784 980 10,98 11,37 12,16 11,34,12 13,73 16,08 16,08 16,47 17|25
P29 588 627 745 745 8,63 8,24 10,20 9,80 10,98 10,98 11,398|10,
N31 235 235 314 275 2,75 314 314 314 392 353 392 [353
N32 157 157 196 157 19 353 235 353 275 275 275 [2,75
N33 392 275 314 0,71 314 471 392 392 431 431 5,10 [431
N34 0,78 000 118 0,78 039 0,12 0,78 000 0,00 0,00 0,00 [0,39
N35 235 157 157 196 196 235 314 196 235 196 235 (2,35
N36 196 196 145 196 000 039 2,75 275 314 314 314 (3,14
N37 0,78 0,78 078 039 118 0,78 109 118 118 1,18 1,37 [1,18
N38 0,00 008 0,00 0,00 000 000 000 000 0,00 0,00 0,00 |000
N39 157 118 038 1,18 235 118 157 196 196 164 353 (196
N40 0,34 000 0,00 0,00 000 000 000 000 0,00 271 0,00 [0,00
N41 0,00 000 0,00 0,00 0,00 000 000 000 0,00 034 000 [034
N42 235 196 235 196 235 235 2,75 235 314 3,14 355 [2,75
N43 0,00 000 0,00 0,00 0,00 000 000 000 039 039 0,00 [0,00
N44 068 118 036 000 039 064 078 118 118 0,78 1,18 |1,18
N45 19 1,18 196 157 1,18 0,71 196 069 235 196 19 (2,35
N46 0,78 118 0,00 039 000 000 039 039 0,78 157 19 |1,18
N47 157 118 118 039 039 118 1,18 0,30 157 157 2,75 (1,96
N48 353 2,75 392 353 353 392 431 431 471 471 510 4,71
N49 275 061 118 118 118 037 0,71 057 106 19 19 [1,96
N50 0,34 000 0,00 0,00 000 000 000 0,00 0,00 000 034 [047
N51 235 19 157 157 157 19 19 235 2,75 235 314 |2,75
N52 471 392 392 353 353 392 43583 510 549 588 549
N53 0,00 0,08 0,00 0,00 000 000 000 000 0,00 0,00 0,00 |000
N54 392 431 431 510 431 353 471 471 510 549 471 |471
N55 196 235 235 1,18 0,39 0,78 1,18 1,18 353 235 235 (1,96
N56 039 0,78 0,00 0,00 0,00 000 000 000 0,00 0,00 0,00 |0,00
N57 235 196 2,75 157 19 19 196 19 157 196 19 |[1,96
N58 314 275 254 235 19 235 2,75 2,75 392 314 353 2,75
N59 392 275 2,75 196 196 235 353 2,75 353 353 353 [392
N60 0,78 0,78 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00 |0,00
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Po ugeni vybranych koncentraci antigenu PBP2a a konjulggt a nasledné detekci

a po vyhodnoceni hodnot intenzity zabarveni linflabvypcaiitana diagnosticka citlivost,

diagnosticka specifita a celkova diagnosticka sh¢fab. 48-59). Vhodné koncentrace

antigenu a konjugatu jsou takovéj kterych je diagnosticka citlivost, diagnostickaesifita

a celkova diagnosticka shoda co nejblize hadd60 % a poet hranénich vysledk je co

nejnizsi.

Tab. 48 Diagnosticka citlivost, diagnosticka specifitaedkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugatu Igh koncentraci antigenQ,25 mg/ml

Referegni panel pozitivnich vzotk

Koncentrace konjugatu IgA

P ozitivni 10
Hranini 0
Negativni 0

Referegini panel negativnich vzaik

P ozitivni 0
Hranini 0
Negativni 30

Shoda pozitivnich vysledk(citlivost)
Shoda negativnich vysletilkspecifita)
Celkova diagnost. shoda (efektivita

1:500 1:700 1:1000 1:1500
8 4 4 2
2 6 6 7
0 0 0 1
0 0 0 0
2 2 0 0
28 28 30 30
100,00% 100,00% 100,00% 66,679
100,00% 100,00% 100,00% 100,00
100,00% 100,00% 00,0D% 83,33%

o

0
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Tab. 49 Diagnosticka citlivost, diagnostick& specifitacdkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugatu Igh koncentraci antigenQ,28 mg/ml

Referegni panel pozitivnich vzortk

Koncentrace konjugatu IgA

P ozitivni 10
Hranini 0
Negativni 0

Referegini panel negativnich vzaik

P ozitivni 0
Hranini 0
Negativni 30

Shoda pozitivnich vysledkcitlivost)
Shoda negativnich vysletlkspecifita)
Celkova diagnost. shoda (efektivita

0

1:500 1:700 1:1000 1:1500
9 6 8 2
1 4 2 7
0 0 0 1
0 0 0 0
2 1 1 0
28 29 29 30
100,00% 100,00% 100,00% 66,679
100,00% 100,00% 100,00% 100,00
100,00% 100,00% 00,0D% 83,33%

Tab. 50 Diagnosticka citlivost, diagnosticka specifitaedkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugatu Igé kponcentraci antigenQ,30 mg/ml

Refererni panel pozitivnich vzork

Koncentrace konjugatu IgA

P ozitivni 10
Hranini 0
Negativni 0

Refereni panel negativnich vzaik

P ozitivni 0
Hranini 0
Negativni 30

Shoda pozitivnich vysledk(citlivost)
Shoda negativnich vysletlkspecifita)
Celkovéa diagnost. shoda (efektivita

1:500 1:700 1:1000 1:1500
10 6 8 2
0 4 2 8
0 0 0 0
0 0 0 0
12 1 1 0
18 29 29 30
100,00% 100,00% 100,00% 100,009
100,00% 100,00% 100,00% 100,00
100,00% 100,00% 00,0D% 100,00%

0
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Tab. 51 Diagnosticka citlivost, diagnostick& specifitacdkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugatu Igh koncentraci antigenQ,33 mg/ml

Referegni panel pozitivnich vzortk

Koncentrace konjugatu IgA

P ozitivni 10
Hranini 0
Negativni 0

Referegini panel negativnich vzaik

P ozitivni 0
Hranini 0
Negativni 30

Shoda pozitivnich vysledkcitlivost)
Shoda negativnich vysletlkspecifita)
Celkova diagnost. shoda (efektivita

1:500 1:700 1:1000 1:1500
10 7 8 2
0 3 2 7
0 0 0 1
0 0 0 0
4 1 1 0
26 29 29 30
100,00% 100,00% 100,00% 66,679
100,00% 100,00% 100,00% 100,00
100,00% 100,00% 00,0D% 83,33%

0

Tab. 52 Diagnosticka citlivost, diagnosticka specifitaedkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugatu Igé kponcentraci antigenQ,35 mg/ml

Refererni panel pozitivnich vzork

Koncentrace konjugatu IgA

P ozitivni 10
Hranini 0
Negativni 0

Refereni panel negativnich vzaik

P ozitivni 0
Hranini 0
Negativni 30

Shoda pozitivnich vysledk(citlivost)
Shoda negativnich vysletlkspecifita)
Celkovéa diagnost. shoda (efektivita

1:500 1:700 1:1000 1:1500
10 7 8 3
0 3 2 6
0 0 0 1
0 0 0 0
10 2 1 0
20 28 29 30
100,00% 100,00% 100,00% 75,009
100,00% 100,00% 100,00% 100,00
100,00% 100,00% 00,0D% 87,50%

L=

0
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Tab. 53 Diagnosticka citlivost, diagnostick& specifitacdkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugatu Igh koncentraci antigenQ,38 mg/ml

Referegni panel pozitivnich vzortk

Koncentrace konjugatu IgA

P ozitivni 10
Hranini 0
Negativni 0

Referegini panel negativnich vzaik

P ozitivni 0
Hranini 0
Negativni 30

Shoda pozitivnich vysledkcitlivost)
Shoda negativnich vysletlkspecifita)
Celkova diagnost. shoda (efektivita

0

1:500 1:700 1:1000 1:1500
10 6 8 2
0 4 2 7
0 0 0 1
0 0 0 0
5 2 2 0
25 28 28 30
100,00% 100,00% 100,00% 66,679
100,00% 100,00% 100,00% 100,00
100,00% 100,00% 00,0D% 83,33%

Tab. 54 Diagnosticka citlivost, diagnosticka specifitaedkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugatu Igé kponcentraci antigenQ,40 mg/ml

Refererni panel pozitivnich vzork

Koncentrace konjugatu IgA

P ozitivni 10
Hranini 0
Negativni 0

Refereni panel negativnich vzaik

P ozitivni 0
Hranini 0
Negativni 30

Shoda pozitivnich vysledk(citlivost)
Shoda negativnich vysletlkspecifita)
Celkovéa diagnost. shoda (efektivita

1:500 1:700 1:1000 1:1500
10 9 9 5
0 1 1 5
0 0 0 0
0 0 0 0
12 3 5 0
18 27 25 30
100,00% 100,00% 100,00% 100,009
100,00% 100,00% 100,00% 100,00
100,00% 100,00% 00,0D% 100,00%

0
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Tab. 55 Diagnosticka citlivost, diagnostick& specifitacdkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugatu Igh koncentraci antigenQ,43 mg/ml

Referegni panel pozitivnich vzortk

Koncentrace konjugatu IgA

P ozitivni 10
Hranini 0
Negativni 0

Referegini panel negativnich vzaik

P ozitivni 0
Hranini 0
Negativni 30

Shoda pozitivnich vysledkcitlivost)
Shoda negativnich vysletlkspecifita)
Celkova diagnost. shoda (efektivita

0

1:500 1:700 1:1000 1:1500
10 8 9 4
0 2 1 6
0 0 0 0
0 0 0 0
11 3 1 1
19 27 29 29
100,00% 100,00% 100,00% 100,009
100,00% 100,00% 100,00% 100,00
100,00% 100,00% 00,0D% 100,00%

Tab. 56 Diagnosticka citlivost, diagnosticka specifitaedkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugatu Igé kponcentraci antigenQ,45 mg/ml

Refererni panel pozitivnich vzork

Koncentrace konjugatu IgA

P ozitivni 10
Hranini 0
Negativni 0

Refereni panel negativnich vzaik

P ozitivni 0
Hranini 0
Negativni 30

Shoda pozitivnich vysledk(citlivost)
Shoda negativnich vysletlkspecifita)
Celkovéa diagnost. shoda (efektivita

1:500 1:700 1:1000 1:1500
10 10 10 6
0 0 0 4
0 0 0 0
0 0 0 0
14 4 6 0
16 26 24 30
100,00% 100,00% 100,00% 100,009
100,00% 100,00% 100,00% 100,00
100,00% 100,00% 00,0D% 100,00%

0

113



Tab. 57 Diagnosticka citlivost, diagnostick& specifitacdkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugatu Igh koncentraci antigenQ,48 mg/ml

Referegni panel pozitivnich vzortk

Koncentrace konjugatu IgA

P ozitivni 10
Hranini 0
Negativni 0

Referegini panel negativnich vzaik

P ozitivni 0
Hranini 0
Negativni 30

Shoda pozitivnich vysledkcitlivost)
Shoda negativnich vysletlkspecifita)
Celkova diagnost. shoda (efektivita

0

1:500 1:700 1:1000 1:1500
10 10 10 5
0 0 0 5
0 0 0 0
0 0 0 0
14 5 5 0
16 25 25 30
100,00% 100,00% 100,00% 100,009
100,00% 100,00% 100,00% 100,00
100,00% 100,00% 00,0D% 100,00%

Tab. 58 Diagnosticka citlivost, diagnosticka specifitaedkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugatu Igé koncentraci antigenQ,50 mg/ml

Refererni panel pozitivnich vzork

Koncentrace konjugatu IgA

P ozitivni 10
Hranini 0
Negativni 0

Refereni panel negativnich vzaik

P ozitivni 0
Hranini 0
Negativni 30

Shoda pozitivnich vysledk(citlivost)
Shoda negativnich vysletlkspecifita)
Celkovéa diagnost. shoda (efektivita

1:500 1:700 1:1000 1:1500
10 10 10 6
0 0 0 4
0 0 0 0
0 0 0 0
16 8 8 1
14 22 22 29
100,00% 100,00% 100,00% 100,009
100,00% 100,00% 100,00% 100,00
100,00% 100,00% 00,0D% 100,00%

0

114



Tab. 59 Diagnosticka citlivost, diagnosticka specifitasdkova diagnosticka shoda vyslédk

pro vybrané koncentrace konjugéatu Igé koncentraci antigenQ,52 mg/ml

Koncentrace konjugatu IgA
1:500 1:700 1:1000 1:1500

Referegni panel pozitivnich vzortk

P ozitivni 10 10 10 10 6
Hranini 0 0 0 0 4
Negativni 0 0 0 0 0

Referegini panel negativnich vzaik

P ozitivni 0 0 0 0 0
Hranini 0 13 3 5 0
Negativni 30 17 27 25 30

Shoda pozitivnich vysledkcitlivost) 100,00% 100,00% 100,00% 100,00%
Shoda negativnich vysletlkspecifita) | 100,00% 100,00% 100,00% 100,000
Celkova diagnost. shoda (efektivita 100,00% 100,00% 00,aD% 100,00%

Z vysledki je patrné, Ze 100% citlivost, specifita a efekéivse vzdy pohybuje kolem
fedni konjugatu IgA 1:500 — 1:1000 (Tab. 48-59), lzdyt konstatovat, Ze tyto koncentrace
se jevi jako vhodné pro vyrobu soupravy IgAi pouziti konjugatu IgA 1:500 se jevi jako
nejvhodrgjSi pouzit koncentraci antigenu PBP2a 0,33 mg/mib(T48), ale koncentrace
antigenu nizSi nebo vysSi nez 0,33 mg/ml se jiz paSe Gely neprojevily, tudiz lze
konstatovat, Ze mnohem vhagii pro tuto titraci bude pouziti koncentrace kadtu IgA
1:700, kdy pi koncentracich antigenu vysSich (od 0,40 mg/miOge2 mg/ml) je nejnizSi
pocet hranénich vysledk. P koncentraci konjugatu 1:1500 se v panelu refémérh
pozitivnich sér objevuji hraémi vysledky (Tab. 47), naopak sé& jponcentraci konjugatu

siln¢jSi nez 1:700 hraoini vysledky objevuji v panelu refer@rich negativnich sér (Tab. 44).

Jako vhodna koncentrace se dle vysitedlikazuje koncentrace antigenu PBP2a
v rozmezi od 0,40 do 0,52 mg/ml. U koncentracegenti 0,52 mg/ml z Tab. 42 vyplyva, Ze
vzorky N36, N42, N58 a N59 maji hodnotu intenzigbarveni linii 5,49, coZ je na uplné
hranici mezi negativnim a hranim hodnocenim, tudiz Ize konstatovat, Ze jako hujwe]Si
koncentrace antigenu PBP2a se u této titrace ukdarcentrace antigenu 0,45 mg/mi, p
pouziti koncentrace konjugatu IgA 1:700 (Tab. 45).
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Opet plati nepsana pravidla pro vyrobu blot-line s@ypra ty jsou, Ze sergd kazdou
vyrobou nové SarZze na zkuSebni nitrocelul6zovou bménmu nanesouidzné koncentrace
antigenu PBP2a v daném rozmezi (tj. vtomfdpgct koncentrace antigenu 0,40-0,52
mg/ml). Na panelu referénich sér se provede optimalizovana detekce s pouZzit
nejvhodrgjsSi koncentrace konjugétu IgA (tj. v tomtéipadt koncentrace 1:700). Nasletlse
vybere nejvhod§si koncentrace antigenu PBP2a, kterd se nanes8etainy vyrobni karty
s nitrocelul6zovou membranou. K této koncentradigemu se poté vytitruje, s pouzitim
panelu referefnich sér vhodny konjugéat IgA,figemz se budou zkouSet koncentrace
v rozmezi 1:500-1:1000.

5.7 Charakteristika metody pro tfidu imunoglobulina IgA

5.7.1 Opakovatelnost

Bylo provedeno Sestnact detekci optimalizovanouodwi blot-line v jednom dni
(20.3.2017) na stejnémiiptroji a stejnym operatorem. Detekce byla provadse iemi
vzorky, v zastoupeni pozitivni (P24), hrami (N33) a negativni (N38). Konjugéat IgA byl
pouzit o koncentraci 1:700, opakovatelnost bylal®l&na pro koncentrace antigenu PBP2a
v rozmezi 0,40-0,52 mg/ml (celkem Sest koncentrdgfjo vybrané koncentrace antigenu

a konjugatu byly zvoleny na zakkadysledki titracec. 4.
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Tab. 60 Tabulka opakovatelnosti vysleilkro konjugat IgA 1:700.

5 Vzorek P24 Vzorek N33 Vzorek N38
mcéi:;?ﬁ Hodnota intenzity zabarveni linie [a.u.], pro vybrané koncentrace antigenu PBP2a [mg/ml]
0,40 0,43 0,45 0,48 0,50 0,52 0,40 0,43 0,45 0,48 0,50 [0,5D @43 0,45 0,48 0,50 0,5
1 32,16 31,76 32,94 31,76 31,76 32,5688 549 5,49 6,27 7,06 6,670,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,¢
2 |32,55 32,16 34,12 37,65 44,31 47/4663 8,24 8,63 9,02 9,41 94D,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,
3 33,73 33,73 33,73 33,33 33,33 33”24 7,84 8,63 8,24 9,80 9,0»,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,
4 (34,90 35,69 36,08 36,86 37,25 37,6506 7,06 7,06 7,45 8,24 7,0®,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,
5 132,94 33,73 32,55 33,33 31,76 33,3306 6,27 7,06 6,27 6,27 6,2D,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,
6 30,59 31,37 32,55 33,33 33,33 33”324 9,02 8,63 8,63 9,80 9,000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,
7 |34,12 35,29 34,12 34,12 33,33 34,5149 6,27 6,27 9,80 6,67 6,470,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,
8 |32,55 33,33 33,73 34,12 34,12 37,623 7,84 7,45 7,45 6,67 8,240,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,
9 32,94 33,73 34,12 34,12 34,12 35,2902 8,63 8,63 7,45 7,84 7,40,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,
10 |33,73 34,12 34,51 34,51 34,51 34®163 8,63 8,63 9,02 941 94D,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,
11 |32,55 32,94 34,12 34,51 34,90 33,7306 7,45 8,63 8,63 8,24 8,24€,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,
12 |33,33 33,33 34,12 33,73 33,73 33,7302 9,80 10,20 9,02 9,02 8,24€,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,
13 |30,98 33,33 32,94 32,94 32,94 32,824 8,24 8,63 8,63 8,24 8,2€,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,
14 30,98 31,37 32,16 34,12 32,55 32,463 8,63 8,63 7,45 8,24 7,0®,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,¢
15 33,33 33,33 33,33 31,76 32,55 33,3334 7,45 8,24 8,24 9,02 8,20,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,¢
16 31,37 32,16 31,37 31,76 31,76 32,5624 8,63 8,63 8,24 9,41 9,0»,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,¢

©O O O O O O O OO OO O O oo o o hNh

Tab. 61 Tabulka pro opakovatelnost IgA, vy§as ptimérné intenzity [a.u.], sérodatné

odchylky a varianiho koeficientu [%] pro jednotliva &eni, snérodatné odchylky

a varigniho koeficientu [%] pro cely rozsah.

Vzorek P24

Vzorek N33

Vzorek N38

Pocet testi

16 16 16 16 16 16

16 16 16 16 16

16 16 16 16 16

16

Pramérna intenzita
[a.u]

32,67 33,21 33,53 33,87 34,14 34

193 7,66 7,84 8,09 811 8,38

®,00 0,00 0,00 0,00 0,00 O,

DO

Smérodatna odchylka

1,22 1,25 1,11 1,62 3,05 3,7

1123 1,14 1,14 0,99 1,17

1,005 @®WO 0,00 0,00 0,00 0,0

Variaéni koeficient
[0]

3,74 3,75 3,31 4,78 8,93 10,

61 16,08 14,49 14,15 12,19 1201

10,00 0,00 0,00 0,00 0,00 O,

DO

Smérodatna odchylka
pro cely rozsah

1,44

Variaéni koeficient
pro cely rozsah [%]

8,91
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Z vyslediki se vypgitala hodnota @imérné intenzity zabarveni linii, sfrodatna
odchylka a variéni koeficient pro jednotliva giteni. Dale se vypitala snérodatna odchylka
pro cely rozsah, ktera je 1,44 a véaniakoeficient pro cely rozsah, ktetynni 8,91 % (Tab.
61). Tésnost shody opakovaného vy&ei téhoz vzorku je vyj&dna varianim koeficientem,
variani koeficient je matematické vyjgehi miry shody mezi vysledky (neboli rozptylu
vysledkt). Variaini koeficient daného stanoveni bylnbyt do 15 %. Pokud je vadai
koeficient vysSi, je nutno stanoveni opakovat, tiebgsledky nejsou dostates presné.

Z toho Ize usuzovat, Ze preciznost metody za podkndpakovatelnosti je dostgici.

5.7.2 Reprodukovatelnost

Bylo provedeno Sestnact detekci optimalizovanouodwi blot-line wasovém
rozmezi od 27.2.2017 do 20.3.2017 (Tab. 62), s pioustyt Sarzi komponent, na dvou
riznych zdizenich aiemi miznymi operatory. Detekce byla provedena st vzorky,

v zastoupeni pozitivni (P24), hrani (N33) a negativni (N38). Konjugat IgA byl pouzit
o koncentraci 1:700, reprodukovatelnost byla slédavpro koncentrace antigenu PBP2a
v rozmezi 0,40-0,52 mg/ml (celkem Sest koncentrdgfjo vybrané koncentrace antigenu
a konjugatu byly zvoleny na zakkadysledki titrace ¢. 4. Vyhodnocovaci protokoly pro
reprodukovatelnost vysledipro konjugat IgA 1:700 jsou pro nadzornostqzeny k této praci
(Prilohac¢. 5-7).
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Tab. 62 Tabulka reprodukovatelnosti vyslaedgro konjugat IgA 1:700.

Datum Vzorek P24 Vzorek N33 Vzorek N38
méievnvi, 5"'5|0 Hodnota intenzity zabarveni linie [a.u.], pro vybrané koncentrace antigenu PBP2a [mg/ml]

merent 0,40 0,43 0,45 0,48 0,50 0,52 0,40 0,43 0,45 0,48 0,50 p,52 M#43 0,45 0,48 0,50 0,92
27.2.2017 1|33,33 32,94 33,73 32,94 32,16 32|¥s67 7,45 7,06 6,67 7,06 749,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00
28.2.2017 230,98 30,20 29,80 29,80 28,63 30,2045 6,67 7,84 6,67 7,84 7,§4,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,900
1.3.2017 3|29,41 29,41 30,59 29,41 30,20 29{8)63 9,02 8,63 9,02 941 8,§30,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2.3.2017| 429,80 31,37 32,16 31,37 30,98 31},/02 941 9,02 941 941 8,43,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,900
3.3.2017 5/30,98 32,16 32,55 33,33 32,55 33,7306 7,06 7,06 745 6,67 6,40,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00
5.3.2017| 6|31,76 33,73 34,51 34,51 35,29 352984 8,24 7,45 7,06 7,45 7,0®,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00
6.3.2017| 7|29,02 28,63 28,24 29,41 30,98 31427 5,88 6,27 6,67 7,45 10,20,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,90
8.3.2017| 8|29,41 30,59 29,80 29,80 30,98 32/¥49 588 6,27 6,67 7,45 7,060,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
9.3.2017| 934,12 33,33 33,73 32,55 33,73 33|349 6,27 6,27 7,45 6,67 6,670,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,90
10.3.2017 1032,94 32,55 32,94 32,55 32,94 3313306 5,49 6,27 549 6,27 6,67{0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12.3.2017 1129,02 29,02 30,59 29,80 34,90 32{5567 7,06 7,06 7,45 8,24 7,J®,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,60
14.3.2017 1228,63 30,20 30,20 30,59 30,98 3127 6,67 7,45 6,27 6,27 6,40,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
15.3.2017 1828,63 29,80 30,59 29,80 31,37 31427 7,06 6,67 6,67 588 5,8€,00 0,00 000 0,00 0,00 0,00
17.3.2017 1427,06 27,45 28,63 29,02 29,80 29{0245 7,06 7,06 6,67 7,06 6,40,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
18.3.2017 1530,20 29,80 30,20 29,80 31,37 32{5588 4,31 4,71 588 6,27 5,84 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
20.3.2017 1631,37 31,37 32,16 31,76 32,16 3167 7,06 7,84 824 6,27 6,40,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00

Tab. 63 Tabulka pro reprodukovatelnost IgA, vyed piimérné intenzity [a.u.], s&rodatné

odchylky a varigniho koeficientu [%] pro jednotliva &eni, snérodatné odchylky

a varigniho koeficientu [%] pro cely rozsah.

Vzorek P24

Vzorek N33

Vzorek N38

Pocet testi

16 16 16 16 16 16

16 16 16 16 16

16 16 16 16 16 (16

Pramérnd intenzita
[a.u]

30,42 30,78 31,27 31,03 31,81 32

,06 6,89 6,91 7,06 7,11 728

D,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Smérodatna odchylka

193 181 188 1,70 1,78 11

3 1,01 1,27 1,03 1,05 1,07

1,19 @wo 0,00 0,00 0,00 0,00

Variaéni koeficient
[%0]

6,35 587 6,00 548 558 4,7

8 14,70 18,40 14,63 14,79 14,8

16,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Smérodatna odchylka
pro cely rozsah

1,21

Variaéni koeficient
pro cely rozsah [%]

9,60
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Z vyslediki se vypgitala hodnota @imérné intenzity zabarveni linii, sfrodatna
odchylka a variéni koeficient pro jednotliva giteni. Dale se vypitala snérodatna odchylka
pro cely rozsah, ktera je 1,21 a véanakoeficient pro cely rozsah, ktetjnni 9,60 %. (Tab.
63). Varigni koeficient pro cely rozsah nam vyfage analytickou preciznost v ramci
stanoveni. Variéni koeficient daného stanoveni bylnbyt do 15 %. Pokud je vadai
koeficient vysSi, je nutno stanoveni opakovat, tiebgsledky nejsou dostates piesné.

Z toho Ize usuzovat, Ze vysledky preciznosti metedypodminek reprodukovatelnosti jsou

vyborné a nastavena metodansi¢ pozadovana kritéria.

6 ZAVER

Methicilin  rezistentni Staphylococcus aureuspati mezi nejvyznamgjSi
multirezistentni patogeny. Prevalence invazivnidiekci zgisobenych MRSA ma vistajici
tendenci a jedn& se o probléritdiny celos¥tovych zdravotnickych Zé&eni poskytujicich
akutni a naslednou @év luzkové i ambulantnicasti, proto je u pacietvelmi dilezita
véasna a rychla diagnostika a cilena terapie. Pemail detekci MRSA u pacienv rutinnich
klinickych laboratdich bylo poteba vyvinout metodu, kter4 ¢#pie poZzadavky na
jednoduchou, rychlou,fpsnou a citlivou metodu.

V piredkladané diplomové praci byl nejprve vyroben rekorantni protein PBP2a. Ze
Ctyt bakterialnich pelet dodanych z Masarykovy uniwgrzvykazoval, po nasledném
predkEZném screeningu exprese genu (SDS-PAGE) nejvypgéshbakterialni klog. 2, jeho
molekularni hmotnost jefiplizné 76 kDa. Po nasledné purifikaci a dialyze tohotbrapého
bakterialniho klonu byl ziskan rekombinantni protétBP2a v mnozstvi 10,0 ml ajeho
koncentrace ¢inila 0,59 mg/ml. Nasledn byl tento antigen navazan na upravenou
nitrocelul6zovou membranu wiznych na@edinych koncentracich na figtroji BioDot
AD1500. Membrana byla dale upravena na stripy onde&né velikosti.

Poté byla provedena optimalizovana metoda blot-lpre detekci specifickych
protilatek proti rekombinantnimu antigenu PBP2aoTadgtekce byla analyzovana u Sedesati
vzorki lidské plazmy, refer@mi pozitivni vzorky byly oznéeny P1 — P30 a referém
negativni vzorky byly ozrigny N31 — N60 a stanoveni ptito ve tidach imunoglobulit
IgG a IgM. Proitidu imunoglobuliri IgA bylo pouZzito deset referénich pozitivnich vzork
lidské plazmy, tyto vzorky maji potvrzenou diagn®RSA na sliznicich (ozrny P2, P3,
P14, P15, P16, P17, P20, P24, P25, P28}t referetinich negativnich vzoik (ozna&eny
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N31 — N60). Po vyhodnoceni intenzity zabarvenii lkdazdého jednotlivého stripu pomoci
softwaru Immunoblot TestLine, spol. s.r.0., byla hockena diagnosticka citlivost,
diagnosticka specifita a celkova diagnosticka sh@daysledki Uvodni titrace:. 1 pro tidu
IgG bylo zjiS€no, Ze pipraveny rekombinantni antigen PBP2a je ftmik a Ze je vhodné
v nésledujici titraci pouzit&sSi rozsah nadinych koncentraci tohoto antigenu. Déle bylo
zjisténo, Ze koncentrace konjugatu IgG nad 1:2500 jsouyhwvujici, jelikoz zachyt
referegnich pozitivnich vzork je velmi nizka. Z vysledk diagnostickeé citlivosti, specifity
a celkové diagnostické shody v titraci2 vyplynulo, Ze nejvhodijsi pro vyrobu soupravy
IgG je koncentrace antigenu PBP2a od 0,30 mg/mD,d5 mg/ml a koncentrace konjugatu
IgG je vhodna vrozmezi 1:1500-1:1800. V titraci 3 byl pouzit konjugatitdy IgM

o koncentraci 1:1000. V této titraci se ukazalo, Z&iny vzorek plasmy pacienta neni
pozitivni, tudiz se potvrdilo, Ze pacienti nepfiddaji akutni infekci MRSA, ale Ze tito
pacienti byli jiZz na tuto infekci keni. Titrace¢. 4 byla provedena véitlé imunoglobuliri
IgA. Zvysledki diagnostické citlivosti, specifity a celkové diagtické shody Ize
konstatovat, Ze jako nejvhogai se jevi pouziti koncentrace konjugéatu IgA vimezi 1:500—
1:1000 a koncentrace antigenu PBP2a okolo hodnoteqraci od 0,40 mg/ml do 0,52
mg/ml.

Z vysledk titracec¢. 1, ¢. 2 a¢. 4 jasr vyplyva, Ze vyrobené konkrétni Sarze karet
nitrocelul6zové membrany s nanesenym antigenem &BR&i byt vzdy afeny na panelu
referegnich vzorki a dle toho se nastavi hodnoty koncentraci (jalgant, tak konjugéatu)
dle poteby, odlisg vSak proitidu imunoglobulif 1gG a IgA.

Nasledr se hodnotila opakovatelnost (intra—assay) a rejameatelnost (inter—assay)
pro tidy imunoglobuliri IgG a IgA. Preciznost opakovaného vyeai téhoz vzorku je
vyjadiena varignim koeficientem, varimi koeficient je matematické vyjéehi miry shody
mezi vysledky. Variéni koeficient za podminek opakovatelnosti pro gel§sah uiidy 1gG
je 10,09 % a uitdy IgA je 8,91 %. Variéni koeficient za podminek reprodukovatelnosti pro
cely rozsah uitdy IgG je 9,23 % a uidy IgA je 9,60 %. Varigni koeficient daného
stanoveni by ®l byt do 15 %. Pokud je vakini koeficient vysSi, je nutno stanoveni
opakovat, nehdvysledky nejsou dostate presné. Z vysledk plyne, Ze preciznost metody
za podminek opakovatelnosti a reprodukovatelnosti fidy imunoglobuliri I1gG a IgA
vyhovuje kritériim pro vyrobu diagnostické soupravy
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10 PRILOHY

Testline s.r.o, KR#Ekova 68, Brian 612400, 1] fux. 541 243 3}
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Priloha €. 1 Blot-line detekce specifickych protilatek IgG pragkombinantnimu antigenu
PBP2a (c= 0,25; 0,28; 0,30; 0,33; 0,35; 0,38; 00443; 0,45; 0,48; 0,50; 0,52 mg/ml),
konjugét IgG 1:1700, referéni pozitivni vzorky (P1 — P20).
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TestLine L.roe KiHkova 68, Brna 612 00, tel/fa, 531 243 3490
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Priloha ¢. 2 Blot-line detekce specifickych protilatek 1gG pragtkombinantnimu antigenu
PBP2a (c= 0,25; 0,28; 0,30; 0,33; 0,35; 0,38; 00443; 0,45; 0,48; 0,50; 0,52 mg/ml),
konjugat 1gG 1:1700, refereni pozitivni vzorky (P21 — P30).
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TestLing wr.o KFidkove 68, Broo 612 00, efox, 541 243 300
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Priloha ¢. 3 Blot-line detekce specifickych protilatek 1gG pragtkombinantnimu antigenu
PBP2a (c= 0,25; 0,28; 0,30; 0,33; 0,35; 0,38; 00443; 0,45; 0,48; 0,50; 0,52 mg/ml),
konjugat 1gG 1:1700, referéni negativni vzorky (N31 — N50).
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TestLine s.r.00 KfiFkova 68, Bmo 612 00, 2], 541 243 300
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Priloha €. 4 Blot-line detekce specifickych protilatek IgG pragkombinantnimu antigenu
PBP2a (c= 0,25; 0,28; 0,30; 0,33; 0,35; 0,38; 00443; 0,45; 0,48; 0,50; 0,52 mg/ml),
konjugét IgG 1:1700, referéni negativni vzorky (N51 — N60).
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TestLine s.r.o. KiiZzikova 68, Brno 612 00, tel./fax. 541 243 390
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Priloha €. 5 Blot-line detekce specifickych protilatek IgA protkombinantnimu antigenu
PBP2a, reprodukovatelnost vyslédiro konjugat IgA 1:700.
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TestLine s.r.o. Kfizikova 68, Brno 612 00, tel./fax. 541 243 390
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Priloha €. 6 Blot-line detekce specifickych protilatek IgA protkombinantnimu antigenu
PBP2a, reprodukovatelnost vyslédiro konjugat IgA 1:700.
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TestLine s.r.o. K¥izikova 68, Brno 612 00, tel./fax. 541 243 390
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Priloha €. 7 Blot-line detekce specifickych protilatek IgA protkombinantnimu antigenu
PBP2a, reprodukovatelnost vyslédiro konjugat IgA 1:700.
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