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VySetreni specifickych IgG pomoci metody ELISA

Abstrakt

Cilem této prace je stanovit hodnoty specifickych IgG anti-SARS-CoV-2 pomoci metody
ELISA u vybranych osob a zhodnotit, zdali je kit QuantiVac ELISA (IgG) vhodny ke
stanoveni.

V teoretické casti je bakalarskd prace zaméfena na imunochemické metody.
Imunochemické metody jsou zalozené na vzajemné interakci antigenu a protilatky. Diky
imunochemickym metodam miizeme stanovit ptitomnost specifickych protilatek. Jednou
z vyznamnych imunochemickych metod je ELISA neboli Enzyme-linked immunosorbent
assay. ELISA je specidlnim druhem enzymové imunoanalyzy. Zakladnim principem je
interakce antigenu a protilatky za vzniku imunokomplexu. Aby byl tento imunokomplex
méfitelny, musi se ptidat konjugat, ktery zptisobi barevnou reakci.

Praktickd cast je zamétfena na vySetteni specifickych protilatek tfidy IgG proti SARS-
CoV-2. Bylo vysetfovano Sestnact vzorku lidského séra. VySettované sérum bylo od 0sob
riznych vékovych skupin. Séra byla od 0sob s o¢kovanim, s ockovanim a prodélanym
onemocnénim Covid 19, neoCkovanych s prodélanym onemocnénim Covid 19 anebo od
neockovanych 0sob co neprodélaly onemocnéni Covid 19.

Dale bylo méteno Sest kalibratorti, pozitivni a negativni kontrola. Celkem bylo obsazeno
24 mikrotitracnich jamek. Byla pouzita testovaci sada Anti-SARS-CoV-2 QuantiVac
ELISA od firmy EUROIMMUN. Vse bylo méfeno pomoci fotometru DYNAREAD a
zpracovano pomoci softwaru AlaDYN. Vysledkem byly razné hladiny protilatek. Z
Sestndcti vzorkl sér vysly 2 vzorky jako negativni, jeden vzorek vySel jako hrani¢ni a 13

vzorkll vy$lo pozitivné.
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Examination of specific 1gGs with the ELISA method

Abstract
The aim of this study is to determine the levels of specific IgG anti-SARS-CoV-2 by
ELISA in selected individuals and to evaluate whether the QuantiVVac ELISA (IgG) kit is

suitable for the determination.

In the theoretical part, the bachelor thesis focuses on immunochemical methods.
Immunochemical methods are based on the interaction between antigen and antibody.
Thanks to immunochemical methods we can determine the presence of specific
antibodies. One of the important immunochemical methods is ELISA or Enzyme-linked
immunosorbent assay. ELISA is a special type of enzyme immunoassay. The basic
principle is the interaction of antigen and antibody to form an immunocomplex. In order
for this immunocomplex to be measurable, a conjugate must be added to cause a colour

reaction.

The practical part is focused on the testing of specific IgG antibodies against SARS-CoV-
2. Sixteen human serum samples were examined. The serum samples were from people
of different age groups. The sera were from vaccinated persons, vaccinated persons with
a history of Covid 19 disease, unvaccinated persons with a history of Covid 19 disease,
or unvaccinated persons without a history of Covid 19 disease.

In addition, six calibrators, a positive and a negative control were measured. A total of 24
microtiter wells were occupied. The Anti-SARS-CoV-2 QuantiVac ELISA kit from
EUROIMMUN was used. All measurements were performed using a DYNAREAD
photometer and processed using AlaDYN software. The results were different levels of
antibodies. Out of 16 serum samples, 2 samples came out negative, one sample came out

borderline and 13 samples came out positive.
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Uvod

Po prodélani infekce nebo po ockovani se vyviji v nasem téle specifickd imunitni
odpovéd’. U vétsiny lidi dochazi po aktivaci specifické imunitni reakci k tvorbé protilatek
a aktivaci T bunééné imunity. Nejprve vznikaji pfi onemocnéni IgM protilatky a poté
nastupuji protilatky tfidy IgG, které jsou v krvi pfitomny dlouhodobé. Protilatky lze
stanovit metodou ELISA. ELISA je imunochemickd metoda, kterd je zalozena na
vzajemné interakci antigenu s protilatkou. Po vzajemné interakci vznikd imunokomplex.
Aby mohl byt imunokomplex detekovan, musi byt piidan konjugat, ktery zptsobi
barevnou reakci. Tato metoda mize piispét ke stanoveni protilatek nebo k laboratornim

vyzkumum.

Bakalaiska prace bude zaméfena v teoretické Casti na imunochemické metody s
podrobnéj§im zamétfeni na metodu ELISA a na pomérné nové onemocnéni Covid 19,
které zpusobilo pandemii po celém svété. Onemocnéni Covid 19 zpusobuje tézké
respiracni onemocnéni, které mohou provazet bolesti, hlavy, horetka a tnava. V
praktické ¢asti se bakalaiska prace bude zabyvat vySetienim specifickych protilatek téidy
IgG proti SARS-CoV-2. Ke stanoveni bude pouzit fotometr DYNAREAD od firmy
DYNEX, software AlaDYN a testovaci sada QuantiVac ELISA od firmy Euroimmun.
Bude podrobn¢ popsano pouziti a popis piistroje DYNAREAD. Dale bude popsana prace
se softwarem AlaDY N a bude popsan i obsah testovaci sady QuantiVac ELISA. Prakticka

¢ast bude zahrnovat i odbér krve, fedéni lidského séra a piipravu promyvaciho roztoku.

Bude vysetfovano celkem Sestnact vzorka lidskych sér. Vzorky budou vybrany tak, aby
osoby, které poskytnou krev ke stanoveni protilatek byly po prodélani onemocnéni,
oc¢kovany, ockovany a po prodélani onemocnéni anebo neockovany a bez prodélani
onemocnéni. Timto vybérem lze predpokladat pozitivni i negativni vysledky. V dalsich
mikrotitracnich jamkach bude Sest kontrolnich kalibratorti, pozitivni a negativni kontrola.

Celkem bude méteno 24 hodnot. Tyto hodnoty budou nasledné zhodnoceny.



1 Imunitni systém

Imunitni systém je schopen v naSem téle udrzovat vnitini homeostazu. Zakladni vlastnosti
imunitniho systému je rozpoznavat skodlivé od neskodlivého, a to jak z vnitiniho, tak i
zevniho puvodu. Dle hrozby jsou skodliviny bud’ likvidovany anebo tolerovany
(Barttinkova, 2011). Diky rozpoznavani Skodlivin chrani imunitni systém organismus.
Tato funkce se projevuje jako obranyschopnost, kdy diky rozeznavani Skodlivin brani télo
pted patogennimi mikroorganismy a toxiny, které mohou produkovat. Diky autotoleranci
rozpoznava imunitni systém vlastni tkdné¢ organismu. Dale imunitni systém pribézné
odstranuje star¢, poskozené nebo zmutované bunky (Hotejsi, 2017). Stejné jako nervova
soustava ma imunitni systém schopnost u¢eni a paméti. Imunitni systém mizeme rozdélit
na nespecifickou a specifickou imunitu (Bartunkova, 2011). Nespecificka neboli vrozena
imunita je evolu¢né starsi. Molekuly a buriky jsou Vv téle pfedem pfipraveny bojovat proti
patogenim. Jedna se ptredevsim 0 fagocytujici buniky a cytotoxické bunky. Specificka
imunita reaguje na kazdou cizorodou latku prostiednictvim T lymfocyt nebo protilatkou.

Typicky pro specifickou imunitu je imunologicka pamét’ (Hotejsi, 2017).

2 Protilatky

Koncem 19. stoleti uz lidé védéli, ze u lidi a zvitat obsahuje krevni sérum jakési latky,
které po prodélani onemocnéni dokazou jedince ochranit pied opakovanym
onemocnénim. Sérum dokazalo shlukovat mikrobialni onemocnéni, vysrazet rozpustné
antigeny a zneskodnovat toxiny. Roku 1891 je pan Paul Ehrlich pojmenoval jako
protilatky. V roce 1908 dostal Nobelovu cenu spolu s panem Iljou Ilji¢em Meénikovem
za vypracovani prvni teorie tvorby protilatek. Protilatky jsou zakladnimi molekulami
imunitniho systému. Patii mezi imunoglobuliny (Ferencik, 2005). Imunoglobuliny jsou
glykoproteiny, které jsou sekretovany z plazmatickych bunék a plasmablasti.
Imunoglobuliny na sebe vazou antigen, kdy antigenem muze byt né&jaky protein,
glykoprotein, sacharid, DNA, fosfolipid nebo nizkomolekularni latka (Kiupka, 2017).

Rozlisujeme pét tiid imunoglobulint: 1gG, IgM, IgA, IgD a IgE. Imunoglobuliny IgG a
IgM jsou protilatky, které cirkuluji v Krvi a jsou tvofeny pii specifické imunitni reakci na
antigen (Ferencik, 2005).



Imunoglobulin G

IgG tvoii asi 75 % z celkového poc¢tu imunoglobulini. Je schopen projit placentou
(Kopiiva, 2011). IgG se vazou vice na antigen a pietrvavaji dlouhou dobu v organismu.
1gG, které jsou obsazeny V séru piedstavuji riizné protilatky, se kterymi se ¢lovek setka v
prubéhu svého zivota (Bartinkova, 2011). Imunoglobuliny G se vyskytuji jako
monomery. Jeho podtiidy jsou IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4 (Mayer, 2017). Jeho koncentrace
v séru je 8-18 g/l. Biologicky polo¢as ma 21 dni (Strasik, 2014).

Imunoglobulin M

Imunoglobulin M se sklada z péti molekul spojenych v jeden celek (pentamer). V
imunitni reakci se tvofi jako prvni (Bartinkova, 2011). Tvofi asi 3-10 % z celkového
podilu imunoglobulinti. U novorozenych zvifat se IgM tvoii jako prvni protilatka
(Koptiva, 2011). Biologicky poloc¢as ma 6 dni a koncentrace v séru je 0,9-2,5¢/1 (Strasik,
2014).

Imunoglobulin A

15-20 % z celkového poctu imunoglobulint tvofi imunoglobulin A, ktery se vyskytuje
naptiklad v kolostru, slinach, slzach ¢i sekretu nosni sliznice (Koptiva, 2011). Hlavni
ukol IgA je neutralizovat antigeny, které se dostanou na sliznice (Bartifikova, 2011).
Miize neutralizovat viry. V séru se nachazi jako monomer. (Kopftiva, 2011) Koncentrace
je 0,9-3,5g/1 a biologicky polocas je 6 dni (Strasik, 2014).

Imunoglobulin D

Koncentrace IgD v séru je velmi nizka. Nachazi se na B lymfocytech, kde je uchycen na
membrané a tvoii receptor pro antigen BCR (Bartuiikova, 2011). Koncentrace je 0,1g/l a

biologicky polocas rozpadu ma 3dny (Strasik, 2014).
Imunoglobulin E

IgE je termolabilni imunoglobulin, ktery ma velmi nizky zastoupeni (Kopftiva, 2011).
Jeho funkci je ochrana proti mnohobun&énym parazitim (Bartaiikova, 2011). Ugastni se
také alergickych reakci, diky vazbé na bazofily a mastocyty. Zvysené hladiny
imunoglobulinu E mohou poukazovat na atopické kozni problémy jako napiiklad
ekzémy, sennou rymu nebo astma (Mayer, 2017). V séru zdravich lidi je pouze v hladiné

3x10* g/l a biologicky polo¢as rozpadu ma 2 dny (Strasik,2014).
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2.1 Polyklondlni protildtky

Na zakladé stimulace specifickych B lymfocyti dochazi k produkci mnozstvi protilatek.
Jelikoz je stimulované velké mnozstvi rtiznych lymfocytt, vznika velké mnozstvi
riznych kloni B-lymfocyti. Jednotlivé klony produkuji protilatky. které se mirné
odlisuji ve vazbé na protilatku (Labguide, 2014-2019). Polyklonalni protilatky jsou spise
smési odlisnych klonti imunoglobulini (Hofejsi, 2017). Jelikoz sérum obsahuje
heterogenni smés protilatek, jsou polyklonalni protilatky schopny rozpoznavat rtuzné
epitopy na jednom antigenu. Jsou tvofeny piedevsim imunoglobuliny tiidy G (Labguide,
2014-2019).

2.2  Monoklonadlni protilatky
Prvni generovani monoklonalnich protilatek bylo v roce 1975 panem Georgem Kohlerem

a panem Cesarem Milsteinem (SinoBiological, 2007-2022).

Monoklonalni protilatky, oproti polyklonalnim protilatkam, jsou produkci jednoho klonu
B lymfocyt. Detekuji na antigenu pouze jeden epitop (Labguide, 2014-2019).

Monoklonalni protilatky piedstavuji identické kopie imunoglobulinii. Ty maji stejnou
primarni strukturu a stejnou specifitu vazebnych mist (Beranek, 2016). V organismu se
mohou monoklonalni protilatky objevovat v nepatrném mnozstvi. Vyjimkou je
patologicky stav, kdy mohou monoklonalni protilatky pievladat. Tento pfipad se mize
objevit napiiklad v pfipadé nadoru z plazmatickych bun¢k tzv. plazmocytomu (myelomu)
(Hotejsi, 2017).

2.2.1 Monoklondlni protildatky pro lé¢bu a prevenci onemocnéni COVID-19
Vyzkumné skupiny védcu izolovaly monoklonalni protilatky z pacientd, ktefi prodélali
SARS-CoV-2. Neutraliza¢ni monoklonalni protilatky se zaméfuji na povrchovy spike
glykoprotein, ktery zprostfedkovava vstup do hostitelské buiky. Neutraliza¢ni
monoklonalni bunky blokuji interakci mezi virovou $pi¢kou a receptorem ACE?2.
Monoklonalni protilatky maji byt pouzity k 1écbé infekce nebo jako prevence pred
onemocnénim. VétSina lidi si po prodélani onemocnéni vytvoii bunéénou humoralni
imunitu. Pacientim, ktefi prodélali onemocnéni COVID-19 byla odebrana
rekonvalescentni plazma a byla podana pacientim s téZkym prubéhem onemocnéni.
Uspéch ve vyzkumu rekonvalescentni plazmy slouzi spise k inspiraci pro vyvoj a pouziti

monoklonalnich protilatek (Marovich, 2020).
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3 Imunochemické metody

Imunochemické metody jsou zaloZzeny na vzajemné interakci mezi antigenem a
protilatkou (Beranek, 2016). Nejcastéji je interakce protilatek s antigenem, heptenem,
slozkami komplementu, popt. bunéénymi receptory. Nejvice se vyuziva protilatka s
antigenem (heptenem) za tvorby imunokomplexu (Kralova a kol., 2008). Diky
imunochemickym metoddm prokazujeme nebo stanovujeme pravé piitomnost

specifickych protilatek proti antigenu (Svecova, 2018).

Pouzivaji se in vitro protilatky v podob¢ antiséra, globulinové frakce antiséra, IgG frakce,
specifickych IgG izolovanych afinitni chromatografii, fragmentti molekuly IgG, nebo

monoklonalnich ¢i rekombinantnich protilatek (Kralova a kol., 2008).

Imunochemické metody nalezly velké uplatnéni piedev§im v lékaiské chemii a pfi
stanoveni nékterych analytd jsou nezastupitelné. Mezi piednosti patii vysoka citlivost a

specificita interakce antigenu s protilatkou (Kas a kol., 2005).

3.1 Precipitacni imunochemické metody

Nejjednodussi imunochemické metody vyuzivaji sekundarniho jevu, ktery za urcitych
podminek doprovazi vznik imunokomplexu. Je jim vypadnuti imunokomplexu z roztoku
VvV podobé¢ viditelného precipitatu (imunoprecipitace). Zatimco k vytvofeni rozpustného
imunokomplexu dochazi za jakéhokoliv poméru koncentraci antigenu a protilatek
Vv roztoku, imunoprecipitait se vytvaii pouze v ur€itétm rozmezi poméru téchto
koncentraci. Oblast optimalnich koncentraci se nazyva zéna ekvivalence (pomér poctu
molekul antigenu a protilatky je zde blizky hodnoté 1:1). Vyrazny nadbytek jednoho

Z partnertl imunointerakce brani vzniku precipitatu (Kralova a kol., 2008).

Precipitacni reakci odliSuje od reakce aglutinacni pouze rozdilna charakteristika antigenu.
Antigen je nekorpuskularni, nizké molekulové hmotnosti. Tim je dand jeho ,,rozpustnost*
tj. schopnost existence v pravém roztoku (nikoliv suspenzi). Precipita¢ni reakce lze
provadét v tekutém (vodném) nebo polotekutém (semisolidnim, gelovém) prostiedi

(Kral, 2020).
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3.1.1.1 Precipitace v roztoku
Pti precipitacni reakci integruje rozpustny antigen s protilatkou za tvorby nerozpustného

precipitaitu. Pribeh tvorby lze sledovat prostfednictvim zmén optickych vlastnosti
reak¢niho roztoku. Tak lze kvalitativné posuzovat pfitomnost ptislusného antigenu nebo
protilatky ve vzorku pouze zrakem, kdy se hodnoti, zda se vytvofil ¢i nevytvoftil viditelny
precipitat (Kralova a kol., 2008). Intenzita precipitatu je pii konstantnim mnozstvi ptidané
protilatky tmérnad koncentraci vySetiovaného antigenu. K méfeni intenzity zdkalu se
pouzivaji dvé metodiky a to turbidimetrie (mé&fi mnoZstvi prochazejiciho svétla) a
nefelometrie (mefi mnozstvi svétla rozptyleného pii priachodu paprsku). Obé metodiky
umoznuji kvantitativni stanoveni obsahu proteinu ve vzorku odectem z kalibraéni kiivky.
Pro jeji sestrojeni se pouzivaji standardizované vzorky o znamé koncentraci proteint (tzv.
standardy, kalibratory) a pocitaové zpracovani ziskanych dat pomoci firemnich
programu (Kral, 2020).

3.1.1.2 Imunoprecipitace v gelu

Imunoprecipitacni reakce v gelu jsou zalozeny na difuzi latek v prostfedi koncentracniho
gradientu. Antigeny i protilatky difunduji polotekutou strukturou gelu a v misté, kde
koncentrace antigenu i protilatky dosdhnou optimalniho (ekvimoldrniho) poméru, vznika
makroskopicky zfetelny precipitat. Precipitacni zéna je oznacovana taky jako zdéna
ekvivalence. Mimo tuto zonu jsou podminky pro vznik precipitatu neoptimalni (Kral,
2020). Rychlost difuze latek se u n€kterych technik zvySuje ptisobenim stejnosmérného
proudu. Nejcastéji pouzivany format je tvofen 1 mm vysokou vrstvou agarového nebo
agar6zového gelu na sklenéné desce. Difunduje-li do gelu antigen i protilatka, pak se
jedna o dvojitou imunodifuzi. Pokud difunduje pouze jeden imunoreaktant (vétSinou
antigen), a druhy je v gelu homogenné rozptylen, jedna se jednoduchou imunodifuzi

(Kralova a kol., 2008).
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3.2 Neprecipitacni imunochemické metody se znackou

Tato skupina metod je zalozena na myslence detekovat ¢i stanovit tak nizké koncentrace
antigenu a protilatky, které neumoziuji vznik imunoprecipitatu anebo je jeho mnozstvi
tak malé, Ze nemlze byt sledovdn precipitatnimi imunochemickymi metodami.
Stanoveni imunokomplexu antigen-protilatka lze zcitlivét navazanim vhodné znacky na
jednoho z imunoreaktantd je$té¢ pied ukoncenim jejich interakce. Prostfednictvim
intenzivniho méfitelného signalu znacky je pak mozno sledovat i velice mala mnozstvi
vzniklého imunokomplexu, kterd by za pouziti precipitatnich technik byla
nedetekovatelnd. Tyto metody dovoluji imunochemicky stanovit analyty charakteru
heptenii. K uvedenému znaceni imunoreaktantii jsou vhodné nékteré enzymy (enzymova
imunoanalyza, zkracen¢ EIA), fluorescen¢ni a chemiluminiscenéni latky (fluorescencni
imunoanalyza, FIA), radionuklidy (radioimunoanalyza, RIA), i nckteré jiné latky

(Kralova a kol., 2008).

3.2.1.1 Fluorescenéni imunoanalyza FIA
Jako znacka se pouziva molekula fluorochromu a detekce signalu se provadi

fluorometricky (Kral, 2020). Mezi metodami FIA jsou nej¢astéji zastoupeny kompetitivni
homogenni metody, pii kterych neni tfeba separovat volny a v imunokomplexu vazany
znaceny antigen. Jejich podstatou je skuteCnost, Ze navazani protilatky na znaceny
2008). V poslednich 20 letech se podatilo prevést metodiku heterogennich imunoeseji do

automatizovatelného strojového provedeni téchto testi (Kral, 2020).
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3.2.1.2 Radioimunoanalyza RIA
Radioimunoanalyza (RIA, Radio-Immuno Assay) je historicky vyznamna jako prvni

metoda s naslednou detekci vyvinuta pro kvantitativni stanoveni analyti (60. 1éta 20.
stoleti). Metoda je zalozena na detekci reakce antigen-protilatka pomoci radioaktivniho
izotopu (nejcastéji 125I) jako znacky navazané na jednu ze slozek reakce. Testy RIA
mohou probihat jednak na povrchu pevné faze, nejcastéji na stén¢ zkumavky (jamky,
kyvety), nebo ve fazi kapalné. Pokud probihaji na pevné fazi, jejich princip je velmi
blizky ELISA testim (heterogenni, nekompetitivni metoda) Pouze s tim rozdilem, Ze je
misto enzymt pouzit radioizotop (IRMA, Immuno Radiometric Assay). Ke zjisténi
intenzity reakce neni tieba pfidavat Zadny substrat, ale po zavérecném promyti se zméii
intenzita radioaktivniho zéafeni. V soucasnosti je ale vétSina RIA aplikaci nahrazena
neizotopovymi imunoanalytickymi metodami. Metodami RIA jsou doposud stanovovany
nékteré hormony, vitaminy, a jejich metabolity a nékteré specialni autoprotilatky, napf.
vySetieni protilatek proti acetylcholinovému receptoru u myasthenia gravis, protilatky

proti insulinu nebo proti receptoru pro TSH (Kral, 2020).

3.2.1.3 Engzymovd imunoanalyza
Enzymova imunoanalyza (zkratka EIA) je skupina imunoanalytickych metod, které ve

fazi detekce pouzivaji enzymovou reakci. Enzym je pfitom kovalentné vazan na néktery
z reaktantd (dle uspotadani testu mtze byt detekénim reagens antigen nebo protilatka).
ZnaCeni Ag enzymem je méné obvyklé (Kral, 2020). Imunochemické reakce
s enzymatickou detekci umozZiuji stanovit v nezndmém vzorku koncentraci antigenu
nebo protilatky, obecné analytu. Indikdtor imunoanalytické metody je enzymovy
konjugat. Podle povahy substratu je reakci mozno detekovat spektofotometricky,
nefelometricky, fluorometricky a luminometricky. EIA metody Ize rozdé¢lit na
heterogenni (vyZaduje separaci volné a vazané frakce analytu) a homogenni (nevyZzaduji
tuto separaci). Heterogenni EIA mohou byt kompetitivni (bud’ se znaenou protilatkou,
nebo znacenym antigenem), nebo nekompetitivni (se znacenou protilatkou) (Bartlnkova

a Paulik 2011).
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4 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)
Zakladni princip techniky ELISA saha do roku 1941 (Yadin, 2020). V roce 1971 byla

vynalezena na Stockholmské univerzit¢ metoda ELISA védcem Peterem Perlmannem a

veédkyni Evou Engvallovou (SinoBiological, 2007-2022).

Tito védci modifikovali metody RIA a tim vznikla metoda ELISA. Tuto novou metodu
pouzili ke stanoveni hladin 1gG v krali¢im séru. V roce 1972 ji vyuzil Carlson a kolegové.
K diagnostické mikrobiologii byla pouzita védci 0 rok pozdégji. Dale byla ELISA v roce
1974 pouzita v parazitologii na pfitomnost trichinelézy a v roce 1975 k diagnostice
malarie. 'V dalSich letech byla metoda pouzita k identifikaci infekci viru chiipky,
parainfluenzy a ptiusnic. V roce 1980 byl ELISA test upraven panem Sieglem a
kolektivem. Zaclenili mikrotitra¢ni desticky k identifikaci koncentraci riiznych hormontl,
proteinti a peptidi. Postupem casu se tato metoda stala pouzivanou metodou v

laboratotich po celym svéte (Yadin, 2020).

ELISA je specialnim druhem EIA. V soucasné dob¢ je drtiva vétSina metod postavena
pravé na principu heterogenni kompetitivni EIA se znacnou protilatkou, tedy ELISA.
Reakce probiha tak, ze protilatka je navdzand na pevnou fazi a po kompetitivni reakci
s antigenem se vV neznamem vzorku ustavi rovnovaha. Nenavazany konjugat je odstranén
Z reak¢ni smési promytim a konjugat vazany na pevné fazi je inkubovan s enzymovym

substratem a zméfen (Bartinkova a Paulik, 2011).

Testy ELISA jsou vsoucasné dobé ziejmé nejCastéji vyuzivanymi metodikami
pouzivanymi jak v imunologickych, tak v jinych klinickych laboratotich k prikazu fady
specifickych protilatek (antivirovych, antibakteridlnich, autoprotilatek) nebo antigenti.
Vysoka analyticky citlivost testu umoziuje priikaz analytl s nizkou koncentraci ve
vySettovanych vzorcich, napf. virovych a antibakteridlnich antigend, cytokind,

specifického IgE, nadorovych markert typu karbohydratovych antigend (Kral, 2020).
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4.1 Piima
Piiméa ELISA je povazovana za nejjednodussi formu metody ELISA. Metoda probiha tak,

ze se prida antigen k pevné fazy a pfi inkubaci se pasivné absorbuje. Po inkubaci se
navazany antigen smyje a zistava pouze ,,potazena“ pevna faze. Pridaji se specifické
protilatky pro antigen, které jsou zna¢ené enzymem (konjugatem) a jsou déle inkubovany.
Konjugat s antigenem se navaze na pevnou fazi a nenavazany konjugat je nasledné vymyt.
Ptida se roztok substratu/chromogenu a enzym katalyzuje reakci, ¢imz je ziskan barevny
produkt Reakce je pozdé¢ji zastavena a zbarveni se ¢te pomoci spektrofotometru
(Crowther, 2009).

4.2 Nepiima

Faze u neptimé metody ELISA jsou prvni dvé faze podobné jako u ptimé metody ELISA.
Ve treti fazi se ptidaji neznacené detekeni protilatky, které jsou nafedéné v pufru, aby se
zabranilo nespecifickému pfipojeni proteinll v antiséru na pevnou fazi. Dale dochazi k
inkubaci a nésledné¢ k vymyti nenavdzanych protilatek. Ptidaji se protilatky znacené
konjugatem (enzymem), které jsou namifené proti konkrétnim druhiim, ve kterych byly
puvodni protilatky produkovany. Pfida se substrat/chromofor, ktery zptisobi barevnou
reakci. Reakce je nasledné zastavena a zbarveni odecita spektrofotometr (Crowther,
2009).

Vyhodou nepiimé metody je, ze dokaze vySetfit pomoci jednoho proti druhového
konjugatu jakykoliv pocet antisér na vazbu k danému antigenu. Tyto systémy byly
intenzivné vyuzivany pti screeningu velkého mnozstvi vzorkl. Jediny problém, ktery
systémy maji je rizny stupen nespecifické vazby v jednotlivych sérech. To ma tendenci
rozSifovat rozptyl ve vysledcich testu, a proto zvySuje pottebu zpracovat mnoho sér pro

posouzeni spolehlivosti (Crowther, 2009)
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4.3 Kompetitivni
K detekci antigenu nebo haptenu se Casto poziva technika ELISA vyuZzivajici

kompetitivni vazebnou reakci na pevné fazi (Zajoncova, 2009).

V kompetitivni metodé ELISA je neznacend protilaitka navdzana na substrat
(mikrotitracni desticka). Tato primarni protilatka se poté inkubuje s neznaCenymi
standardy nebo se vzorky, které se maji zméfit. Kdyz reakce dosahne rovnovahy, pfida
se konjugovany antigen nebo protilatka, na kterou je navazany enzym. Primarni
protilatku vaze konjugat vSude kde se navazala na neznaceny antigen. Plati tedy, Ze ¢im
vice antigenu je ve vzorku nebo standardu, tim mén¢ konjugovaného antigenu Ize vazat.
Diky barevné reakci, kterou poskytuje substrat Ize reakci zméfit. Vyhodou kompetitivni
metody ELISA je, ze 1ze pouzit necisténou protilatku. V kompetitivni metodé ELISA je
pomér mezi koncentraci hledaného antigenu a silou signélu neptimo umérny, tj. Cim nizsi
je sila signalu, tim vétsi je mnozstvi pozadovaného proteinu ve vzorku. (antibodies-

online, 2022).

4.4  Nekompetitivni

Nekompetitivni neboli sendvi€ova metoda mefi mnozstvi antigenu mezi dvéma vrstvami
protilatek. Aby se pii nekompetitivni metodé ELISA mohly navazat alespon dvé rizné
protilatky musi mit antigen alespon dvé vazebna mista. Vyuziva se, kdyZ je koncentrace
antigenu nizkd nebo naopak vysoka koncentrace jinych antigend, které kontaminuji

vzorek (antibodies-online, 2022).

Zakladem stanoveni antigend jsou polystyrenové kuli¢ky s adsorbovanym nadbytkem
specifické protilatky (vétSinou monoklonalni) proti antigenu. Zbytek nenavazaného
materialu odstranime a pomoci dal$i enzymem znacené protilatky stanovime mnozstvi
antigenu. Po druhé inkubaci a separaci nadbytecného nenavazaného konjugatu, je
stanovena aktivita enzymu, ktery je navazan na sendvici, ptiddnim vhodného substratu.
MnozZstvi vzniklého produktu je pfimo imérné mnoZzstvi antigenu ve vzorcich. Jestlize je
druha protilatka monoklonalni, mohou se ob& protilatky pfidat soucasné, coZ znacné
zkrati celkovou dobu analyzy. Zména zabarveni je pfimo imérna mnozstvi antigenu ve

vzorku. Vhodnym enzymem pro znaceni byva alkalické fosfataza (Zajoncova, 2009).
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4.5 Uplatnéni metody ELISA ve virologii

Metoda ELISA umoziuje detekci virovych Ag piimo ve vySetfovaném materialu a
vysoce citlivy prukaz specifickych protivirovych Ab, véetné identifikace jejich izotopu.
mechanizace a automatizace. Idedlni pomilckou pro uplatnéni metody ELISA
v diagnostické praxi jsou kvalitni komeréni soupravy, zabezpecujici standardni
podminky laboratorniho priikkazu jednotlivych infekci. Pfi stanoveni protivirovych Ab
metodou ELISA ma vyznamnou tlohu Cistota Ag. Prikaz virovych Ag metodou ELISA
vV materidlech odebranych v akutni fazi onemocnéni se vyhodné uplatituje zejména pii
rychlém prikazu nakazy vyvolanych obtizné kultivovatelnymi viry nebo u virovych
infekci s kratkou inkubaéni dobou. Pouziva se pro vySetieni sér u infekci HBV, stolic u
podezieni zvirové hepatitidy A, infekci rotavirovich, adenovirovych nebo
enterovirovych nebo pii stanoveni cytomegaloviru v moci. Stale castéji je metoda ELISA
vyuzivana pro detekci virovych Ag v sekretech dychacich cest pfi rychlé diagnostice
respiranich nakaz vyvolanych napf. RS virem, adenoviry a viry parainfluenzy.
Alternativni moznosti rychlého laboratorniho prikazu virovych infekei je stanoveni
specifickych IgM v séru, popt. likvoru (zejména u onemocnéni s delsi inkubaci, kde je na

zacatku klinickych pfiznaki protilatkova odpoveéd’ jiz rozvinuta) (Prochazkova, 1986).
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4.6 Neprecipitacni imunochemické metody bez znacky

4.6.1 Imunoafinitivni chromatografie
Imunoafinitivni chromatografie je stejn¢ jako kazda bioafinitni chromatografie zalozena

na specifické nekovalentni interakci mezi ligandem, ktery je kovalentné¢ navazan na
pevném nosici, a latkou, kterou chceme izolovat z roztoku. Tady jsou partnery v interakci
antigen a protilatka. Cast&jsi usporadani imunoafinitni chromatografie piedstavuje izolaci
antigenu z biologického vzorku pomoci imunosorbentu (imobilizované protilatky). Ale
obdobn¢ lze realizovat i obraceny postup k separaci protilatek na nosi¢i se zakotvenym

antigenem (Kralova a kol., 2008).

4.6.2 Imunosenzory
Imunosenzory neboli samostatna elektricka zafizeni, jsou zafizeni, diky kterym mizeme

sledovat ptimo nebo neptimo interakce mezi protilatkou a antigenem. Diky pfimym
senzorim muzeme monitorovat zménu koncentrace analytu v mediu. Méti se zmény
elektrickych nebo optickych vlastnosti ve vrstvé ze specialniho materialu, na kterym jsou
imobilizovany protilatky po interakci protilatky s antigenem. Nepiimé imunosenzory
jsou zafizeni S potenciometrickymi nebo amperometrickymi elektrodami, které
v kvantifika¢ni  koncovce enzymové imunoanalyzy umoznuji na zdklad¢
elektrochemického stanoveni produktu enzymové reakce kvantifikovat antigen. Méti se

vysledek interakce, nikoliv vlastni d€j (Kralova a kol., 2008).
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5 Onemocnéni SARS-CoV-2

Teézky akutni respirani syndrom koronavirus 2 (SARS-CoV-2) je vysoce pienosny a
patogenni koronavirus. Objevil koncem roku 2019 vyvolal pandemii akutniho
respiracniho onemocnéni s nazvem ,,koronavirova nemoc 2019“ (COVID-19), ktera
ohrozuje zdravi clovéka. Poprvé se novy virus objevil v ¢inském mést¢ Wuhan. Dne
31.prosince zdravotnicka komise ve Wu-chanu nahlasila Svétové zdravotni organizaci
propuknuti pneumonie z neidentifikovatelné pii¢iny. Odtud se vysoce nakazlivé
onemocnéni rozsifilo po celé zemi. Genetické diikazy naznacuji, ze virus SARS-CoV-2
neni uméle vytvoren a pravdépodobné vznikl u zvifat. Zatim neni znamo, kde poprvé vir
Yunnan je netopyti koronavirus. Tento netopyii koronavirus ma z 96,2 % totoznou
sekvenaci genu s virem SARS-CoV-2. Diky této vysoké podobnosti se podporuje

hypotéza, ze vir SARS-CoV-2 pravdépodobné pochazi z netopyrt (Hu a kol., 2020).
Koronaviry maji nejvétsi genom ze vsech RNA virt. Genom viru SARS-CoV-2 ma

29800 bazi, které koduji 4 strukturalni a 16 nestrukturalnich proteint. Vir SARS-CoV-2
bézné vyuziva bunku pro svij prospéch napiiklad ke své replikaci. Jedna z
Specifické uspotadani na 5° konci molekuly RNA, ktera se sklada z N-methylového
guanosintrifosfatu a C2’-O-methyl-ribosyladeninu. Toto uspoifadani, které piipomina
nativni MRNA hostitelskych bunék, stabilizuje a zajistuje proces translace RNA
(Kraf¢ikova a kol., 2020).

U lidi s onemocnénim COVID-19 byla hlaSena cel4 fada ptiznakl, od mirnych aZ po
zavazné. Mezi pfiznaky patii horecka, zimnice, kasel, dusnost, problémy s dychanim,
unava, bolest svalu a té€la, bolest hlavy, ztrata chuti nebo ¢ichu, bolest krku, ryma nebo
ucpany nos, nevolnost nebo zvraceni, prijem. Starsi lidé a lidé s vaznymi zdravotnimi
problémy, jako jsou srde¢ni nebo plicni onemocnéni nebo cukrovka, maji vyssi riziko

4

Center for Immunization and Respiratory Diseases, 2021)
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5.1 Detekce onemocnéni
Nejsnazsi zpusob, jak ziskat vzorek je vytérem ze zadni stény nosohltanu, z Gstni dutiny

nebo z krku. U hospitalizovanych pacienti mizeme odebrat vzorek z dolnich cest
dychacich, kde je vyssi pravdépodobnost vyskytu viru. Vir mizeme detekovat pomoci
RT-PCR testu. Vysledek miize byt v preanalytické fazi nepiesny naptiklad diky Spatnému
transportu, Spatnému odbéru nebo fazi onemocnéni. Laboratoi sdéluje kvalitativni
vysledek RT-PCR testu. Dale mizeme vyuzivat antigennich rychlotesta. Ty jsou
zalozeny na prikazu raznych proteini SARS-CoV-2. Vyhodou antigennich testu je jejich
nizka cena a rychlost provedeni. Bohuzel senzitivita u antigennich testi je dostacujici pro
pacienty s vysokou virovou nalozi. Onemocnéni muizeme také detekovat pomoci
serologickych testl, které jsou zalozené na prukazu IgG, IgM nebo IgA protilatek.
Bohuzel ma své nevyhody. V akutni fazi neni sérologie uzitecnd. Nevypovidd o délce
onemocnéni a specificita je ovlivnéna potencionalem pro zkiizenou reaktivitu protilatek
s jinymi koronaviry. Protilatky proti SARS-CoV-2 se zadinaji tvoftit asi 10.-14.den od
zacatku onemocnéni. Nejptesnéjsi testy jsou ty, které detekuji protilatky 1gG, ptipadné
muzeme detekovat celkové protilatky. Sérologie pro diagnostiku onemocnéni COVID19
Sse pouziva U pacientl S protahovanym trvanim obtizi, S podezienim na vyskyt pozdnich
komplikaci nebo pfi podezieni na COVID19, kdy ale RT-PCR test vychazi opakované
negativni. V diagnostice nam mohou pomoci i zobrazovaci metody. Napiiklad plicni
postizeni ma typické neohraniceni infiltrati predilekéné lokalizovanych na periferii a v
bazalnich segmentech plic. Na CT plic mohou chybét nalezy v ¢asném stadiu nakazy
(Grebenyuk a Trojanek, 2020).
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5.2 Vakcinace proti onemocnéni COVID-19

Uginna cesta, jak vymytit onemocni COVID-19 je proockovat obyvatelstvo. V Evropské
Unii se pouzivaji dva typy vakcin K vpraveni informace pro syntézu antigenu viru SARS-
CoV-2, ktery vyvolava imunizaci. Mame mMRNA vakciny a vektorové vakciny. Mezi
vektorové vakciny patii AstraZeneca. Ta vyuziva obal viru na vpraveni DNA pro syntézu
S-proteinu, proti kterému zacne télo vytvaret protilatky. Po vakcinaci AstraZenecou se v
bfeznu 2021 objevily prvni zpravy 0 vyskytu atypické trombdzy spojené S
trombocytopenii. Diky dosavadnim statistikaim neni velké riziko téchto komplikaci. Mezi
vektorové vakciny patii také vakcina Johnson & Johnson. Tato vakcina byla ve vyrobé
pozastavena, nasledné byla znova analyzovana rizika a pozdéji byla opét povolena k
vakcinaci. Mezi mRNA vakciny patii vakcina Pfizer-BioNtech a Moderna. Syndrom
VITT (vakcinou indukovana imunitni tromboticka trombocytopenie) vznika nékolik dni
po vakcinaci. Momentaln€ neni znama zadna predispozice a pravdépodobnost ke vzniku
syndromu VITT. Vakcinou indukovana imunitni tromboticka trombocytopenie vznika
jinym patologickym mechanismem nez bézné typy tromboz. Neptedpoklada se ani tedy,
ze by se VITT vyskytoval ¢astéji na piiklad u lidi s anamnézou rodinné trombdzy, U Zen
¢i divek, které uzivaji hormonalni antikoncepci, nebo u t€hotnych Zen ¢i U pacientti na
antikoagulacni 1é¢bé. Vznik zavaznych ptiznakd nastava 4-28 dni po vakcinaci. Mezi
ptiznaky patii napiiklad silna bolest hlavy, neurologické piiznaky, kiece, bolest na
hrudniku, bolest bticha, opuch nebo bolest koncetin. Jestlize se nékteré z téchto piiznaki
objevi, musi se ovéfit datum ockovani, vysetiit krevni obraz, kdy se zmény budou hledat
Vv poctu trombocytii. Dale je zapotiebi vySettit fibrinogen, kdy bude hladina snizena, D-
dimer, ktery bude mit vysokou koncentraci, protilatkyanti-PF4 pomoci testu ELISA.
(Batorova, 2021)

Nove¢ jsou vyvinuty i nové vakciny proti onemocnéni COVID19. Ty ¢ekaji na schvaleni
EMA pro pouziti v EU. Jedna se o pét vakcin. Vakcina NVX-COV2373 od vyrobce
Novavax. Ma se jednat o proteinovou, adjuvovanou vakcinu. Dalsi vakcina s nazvem
CVNCOV je od vyrobce CureVac. Je typu mRNA obalena lipidovymi nanoc¢asticemi.
Vakcina Sputnik je vektorova vakcina, kterou vynalezli v Moskveé. Vyrobce Sinovac
vyrobil adjuvovanou, inaktivovanou vakcinu VEROCELL. Posledni vakcina, ktera ¢eka
na schvaleni je vakcina VIDPREVTYN. Jedna se 0 proteinovou, adjuvovanou vakcinu

od vyrobce SanofiPasteur/GlaxoSmithKline (Ministerstvo zdravotnictvi, 2021).
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5.3 Dopad onemocnéni COVID-19

Studie ECLB-COVIDI19, ktera zhodnotila vysledky u prvnich 1047 ucastnikd, ktefi
odpovidali na online prazkum, dosla ke zjisténi, kterd naznacuji vyznamné negativni
dopady soucasné pandemie COVID-19 na dusevni zdravi, zejména na dusevni pohodu,
naladu a pocity. Nejvétsi dopady byly pozorovany v otazkéch tykajicich se
optimistického citéni, uzavienosti pro ostatni. Vysledky z dotaznikli o naladach a
pocitech navic ukézaly negativni vysledky. U vice lidi byly pozorovany depresivni
pfiznaky zejména u otazek, které souvisely s neStéstim, radosti, Spatnym pocitem,
nejasnym myslenim a osamélosti. Tato zjiSténi naznacuji na nékolik psychologickych
poruch jako je stres, deprese, podrazdénost, nespavost, strach, zmatenost, hnév, frustrace.
Oslabenim fyzickych a socialnich kontaktli s naruSenim normalniho Zivotniho stylu jako
napiiklad omezeni pohybu, finanéni ztraty, sedavost, poruchy spanku, nezdrava strava.
Béhem pandemie se berou tyto ptiklady jako hlavni rizikovy faktory pro nizsi emoc¢ni
pohodu a duSevni poruchy. Kromé stresu spojené¢ho s nemoci samotnou, vysledky
prizkumu ECLB-COVIDI19 odhaluji negativni vliv doméciho v&zeni na duSevni a
emocionalni pohodu, kdy vice lidi vyviji depresivni ptiznaky. Cilem je zmirnit negativni

dopady omezeni a podpofit aktivni a zdravy zivotni styl (Ammar a kol., 2020).

5.4 Dopad na ochranu prvirody

VétSina zemi zaznamenava diky pandemii Ubytek turisti. Neoficialné se napiiklad
objevily zpravy o lepSim lihnuti Zelv na prazdnych plazich. Jestlize mlad’ata zelv pieziji
do dospélosti, mize to posilit reprodukci Zelv az na nékolik let. Naopak existuji i velka
rizika z omezené¢ho cestovniho ruchu. V zemich s vefejné financovanymi systémy
chranénych oblasti, kdy strazci parku nejsou schopni provozu, muze vést k
neregulovatelnému protizékonnému piistupu k lovu zvéte, t€zbé dieva, sbéru rostlin bez
ohledu na ekosystém. V dusledku snizeni cestovniho ruchu se pytlactvi ohrozenych druhti

vyrazné zvySuje. Ochrana se spoléha na obnoveni cestovniho ruchu, financovani

programu proti pytlactvi a na podporu mistni ekonomiky (Buckley, 2020).
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6 Cil prace
Hlavni cile prace jsou shrnuty do dvou nasledujicich bodd.

e optimalizace metody ELISA s vyuzitim fotometru DYNAREAD a softwarem
AlaDYN

e vySetieni specifickych 1gG souboru vzorka séra pomoci kitu Anti-SARS-CoV-2
QuantiVac ELISA (IgG) a zpracovani ziskanych dat
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7 Vlastni prace
Enzymaticky imunotest (ELISA) umoziiuje stanoveni kvantitativni in vitro stanoveni

lidskych protilatek tiidy IgG proti SARS-CoV-2 v séru, EDTA, citratové nebo heparinové
plazmé¢. Protilatky mizeme stanovit také ve vysuSenych kapkach krve (DBS). Tento test
muzeme vyuzit jako podporu ke stanoveni diagnozy SARS-CoV-2 a predstavuje doplnék
piimé detekce patogenti. Sérologické vySetfeni muzeme pouzit 1 ke sbéru
epidemiologickych udajt (Euroimmun, 2021).

7.1.1 Princip metody

Testovaci souprava obsahuje mikrotitracni stripy po 8 odlomitelnych jamkach, které jsou
potazené rekombinantni S1 doménou spikového proteinu SARS-CoV-2. V prvni fazi se
vzorky lidské sérum nebo plazma inkubuje v jamkach. V ptipad¢ pozitivnich vzorki se
specifické protilatky tiidy IgG, ptipadné tfidy IgA a tfidy IgM navazou na antigeny. K
detekci vazanych protilatek se provede druha inkubace, kdy se pouZzije enzymem znaceny

konjugat anti-lidského IgG, ktery katalyzuje barevnou reakci (Euroimmun, 2021).
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7.1.2 Obsah testovaci sady
Testovaci sada Anti-SARS-CoV-2 QuantiVac ELISA (IgG) musi byt skladovana pii

teploté +2 °C az +8 °C. Pokud neni sada zkontaminovana je testovaci sada stabilni do
uvedené doby expirace (Euroimmun, 2021). Sada byla pted pouzitim vytemperovana na

pokojovou teplotu po dobu 30 minut.

e mikrotitracni jamky potazené antigeny: 12 mikrotitracnich stripii po 8 jamkéch,
které 1ze jednotlivé odlomit

e kalibrator 1: 120 RU/ml, lidské IgG

e kalibrator 2: 80 RU/ml, lidské IgG

e kalibrator 3: 40 RU/ml, lidské IgG

e kalibrator 4: 20 RU/ml, lidské 1gG

e kalibrator 5: 10 RU/ml, lidské IgG

e Kalibrator 6: 1 RU/ml, lidské IgG

e Pozitivni kontrola: lidské IgG

e negativni kontrola: lidské I1gG

e enzymovy konjugat: peroxidazou znacené anti-lidské IgG

e vzorkovy pufr

e promyvaci pufr

e roztok chromogen/substrat — ¢iry, pti modrém zbarveni nelze pouzit

e stop roztok: 0,5M kyselina sirova

e ochranna folie

o certifikat kontroly kvality

e navod k pouziti
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7.1.3 Pomiicky a pristroje
e gumové rukavice
e dezinfekce
e jehly
e Esmarchovo skrtidlo
e Dbezpecnostni jehly tzv. kloboucky
e d¢lena bunicita vata, gazové CtvereCky
e naplast
o zlaté vakuety
o fix
e sada na testovani
e odmérny valec
e barnka
e Spicky
e automaticka pipeta
e savy papir
e eppendorfky
e (teCka mikrotitraéni desti¢ky — vinova délka 420 nm, referenéni vinova délka od
620 nm do 650 nm
e centrifuga
e pfistroj-vortexovani=doplnit
e flowbox
e termostat

e stopky
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7.1.4 Odbér vzorki
Odbér zilni krve byl proveden na Zdravotné socidlni fakulté zdravotnickym zachranarem.

Pokyny k odbéru krve byly pfevzaty z laboratorni ptirucky Fakultni nemocnice Olomouc.

Nejprve byla odebrana zilni krev Sestnacti lidem, kteti byli sezndmeni s postupem odbéru
a nemuseli dodrzet dietni omezeni. Pfed samotnym odbérem byly zkontrolovany jehly,
zkumavky a tzv. kloboucky. Dalsim krokem bylo zaSkrceni ruky a sevieni pésti s
naslednym pumpovanim. Misto vpichu bylo vydesinfikovano vhodnym dezinfekénim
ptipravkem, ktery musel pted vpichem na kizi zaschnout. Odbér byl proveden ve vhodné
poloze paze, tj. podlozeni paze opérkou v nataZzené pozici, bez pokréeni v lokti. Jehla byla
vlozena do tzv. kloboucku, palcem byla pfimacknuta zila asi 2 az 5 cm pod mistem vpichu
anasledné byla Zila zafixovana. Zkumavka byla natlaena az na doraz aplikatoru. Jakmile
byla ve zkumavce krev, bylo sejmuto $krtidlo. Pro odstranéni jehly byl na misto vpichu
prilozen gazovy ctvereCek a na misto bylo mirn€ zatla¢eno a pomalym tahem byla jehla
odstranéna ze zily. Misto odbéru bylo o€isténo gazovym ¢tvereckem a nasledné pielepeno

naplasti (Duchoslavova, 2015).

Zilni krev byla odebrana do zlatych vakuet ve kterych je obsazen separaéni gel. Diky
separa¢nimu jsou po centrifugaci oddélené krevni elementy a koagulum pod gel a nad
gelem zlstava sérum. Vyhoda gelu je, Ze sérum zlstavd nekontaminované obsahem
krevnich elementii. Sérum ma lepsi stabilitu pro vétSinu analytti. Po odebrani zilni krve
byla vakueta fadné popsand. Vakuety byly pii pokojové teploté a byly do Sedesati minut
zcentrifugovany. Bylo centrifugovano pii 4000 otackéach po dobu 10 minut. Vzorky byly
vlozeny do lednice. Sérum ze vzorkl bylo vySetiovano dva dny po odbéru. Stabilita

vzorki pii +2 °C az 8 °C je az 14dni.

Vzorky byly anonymizovany a vybrané osoby podepsaly informovany souhlas s

vysetienim.
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7.1.5 P#iprava lidského séra
Sestnact vzorkil lidského séra bylo ziedéno v poméru 1:101 do eppendorfek. Bylo

natedéno 10 p lidského séra s 1000 p vzorkového pufru. Nasledné byly eppendorfky
zvortexovany. Takto promichané vzorky byly pfipraveny k pouziti.

7.1.6 P¥iprava promyvaciho pufru

V sadé se promyvaci pufr dodava 10x koncentrovany. Dojde-li v koncentrovaném pufru
ke krystalizaci, je tfeba pufr ohfat na 37 °C a fadn¢€ promichat. Pufr byl nafedén v poméru
1:10 destilovanou vodou. Bylo napipetovano 15 ml koncentrovaného promyvaciho pufru
a odméfeno v odmérném valci 135 ml destilované vody. Nasledné bylo vSe smichdno v
bance. Takto nafedény pufr vydrzi pii teploté +2 °C az +8 °C a spravném zachéazeni

stabilni az 4 tydny.
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7.1.7 Pipetovaci protokol
Na pipetovaci protokol (tabulka ¢.1) byly pouzity tii mikrotitracni stripy po 8 jamkach.

V prvnim stripu byly pouzity kalibratory (C1 az C6) a pozitivni kontrola (Poz.) a
negativni kontroly (Neg.). Ve zbylych dvou stripech jsou v jamkach P1 az P16
napipetovany lidska séra. Kalibratory, kontroly i vzorky byly inkubovany, kazdy zv1ast
v jedné jamce. Spolehlivost testu ELISA lze zlepSit méfenim duplikati kazdého vzorku.
Pozitivni 1 negativni kontroly slouzi jako wvnitini kontrola spolehlivosti testovaci

procedury. M¢la by se piezkouset pii kazdém stanoveni.

Tab. 1: Pipetovaci protokol

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
A Cl | P1L | P9
B C2 | P2 | P10
C C3 | P3 | P11
D C4 | P4 | P12
E C5 | P5 | P13
F C6 | P6 | P14
G | Poz. | P7 | P15
H | Neg. | P8 | P16
C1 — Kalibrator 1 P1 —vzorek 1 P9 — vzorek 9
C2 —Kalibrator 2 P2 —vzorek 2 P10 — vzorek 10
C3 —Kalibrator 3 P3 —vzorek 3 P11 — vzorek 11
C4 — Kalibrator 4 P4 —vzorek 4 P12 —vzorek 12
C5 — Kallibrator 5 P5 —vzorek 5 P13 — vzorek 13
C6 — Kalibrator 6 P6 — vzorek 6 P14 —vzorek 14
Poz. —pozitivni kontrola P7 —vzorek 7 P15 — vzorek 15
Neg.—negativni kontrola P8 — vzorek 8 P16 — vzorek 16
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7.1.8 Stanoveni
Jedné se o manudlni provedeni ELISA testu, kdy prvnim krokem byla inkubace vzorku.

Nejprve bylo pieneseno 100 pl kalibratoru, pozitivnich a negativnich kontrol a ziedénych
sér od ndhodn¢ vybranych lidi do mikrotitracnich jamek. VSe bylo pipetovano dle
pipetovaciho protokolu. Testovaci desti¢ka byla pfikryta ochrannou folii. Inkubace takto
ptipravené testovaci desticky trvala 60 minut pii teploté 37 °C. Dale byla folie odkryta a
nasledné byly jamky vyprazdnény a promyty tfikrat 300 pl nafedénym promyvacim
pufrem. Tento objem byl pro kazdé jednotlivé promyti. Kazdy promyvaci cyklus byl pufr
ve zkumavce 30 az 60 sekund a poté vyprazdnén z jamek. Po dokonceni promyvani byl

promyvaci pufr vyklepan poklepem desky dnem vzhtiru na savy papir.

Dalsim krokem byla inkubace konjugatu. Do kazdé jamky bylo napipetovdno 100 pl
enzymového konjugatu (peroxidazou znaceny anti-lidsky IgG). Desticka byla
inkubovana 30 minut pii 37 °C a byla opét prikryta folii. Opét byly jamky promyty

stejnym zptisobem.

Ttetim krokem byla inkubace substratu. Do kazdé mikrotitracni jamky bylo napipetovano
100 pl chromogen/substratového roztoku. Inkubovéno bylo ve tmé pti pokojové teploté
po dobu 30 minut. Po uplynulé dob¢ byl pfidan stop roztok o objemu 100 pl ve stejném
pofadi a stejnou rychlosti jako chromogen/substrat. Fotometrické méfeni intenzity
zbarveni probihalo pfi vinové délce 450 nm a referenéni vinové délce 620 nm. Méfeni
bylo provedeno do 30 minut po pfidani stop roztoku. Desticka byla mirné protiepana

kvtli homogenni distribuci vzorku.
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7.2 Pristroj DYNAREAD
Ptistro) DYNAREAD od firmy DYNEX je destickovy fotometr. Je urcen pro odecitani

absorbanci 96jamkovych mikrotitracnich ELISA desticek. Ptistroj DYNAREAD
obsahuje 12kanalovou ¢teci hlavu a referenéni kanal. Jako spolehlivy a stabilni zdroj
svétla je LED s dlouhou Zivotnosti. Ptistroj méfi rozsah vinovych délek od 405-790 nm
a méfici rozsah 0,000-4,000 OD (opticka denzita). Ptistroj 1ze osadit az 8 filtry soucasné.
Rychlost ¢teni pro jeden filtr je 10 sekund. Pohyb desticky je po ose Y. Pfistroj po vlozeni
desticky provadi linearni tfepani s nastavitelnou rychlosti a amplitudou. M¢feni je

realizovano pomoci fidiciho pocitace a ovladaciho software.

Na zadni stran¢ pfistroje je umistén konektor pro napajeni 230 V, sitovy vypina¢, USB
konektor na propojeni s pocitacem a pryzova krytka. Desticka, kterou budeme chtit zméfit
se vklada do ramecku, ktery se vysouva z predni strany pfistroje. Deska se vklada do
ramecku pii pohledu shora pro pozici jamky Al vlevo nahofe (Dynex technologies,
2015).

7.2.1 Ovladani piistroje

Ptistroj se zapind vypinacem na zadni strané piistroje. Pfi indikaci zapnuti se rozsviti

zelené LED. Symbol | — zapnuto a symbol 0 — vypnuto.

Meéteni optickych denzit je fizeno pfislusnym softwarem. Pfi této bakalaiské praci bylo

pracovano se softwarem ,,AlaDYN* (Dynex technologies, 2015).

7.3 Softare AlaDYN
AlaDYN je softwarova aplikace. Ta je urcena k pouziti s pfistrojem DYNAREAD. Tato

softwarova aplikace slouzi k ovladani pfistroje, k provedeni ¢teci sekvence s vybranym

nastavenim a také k zobrazeni vysledkt ke ¢teni (Dynex technologies, 2015).

33



7.3.1 Tvorba a editace testu
Test neboli esej je kompletni soubor pokynil pro provoz ¢tecky mikrotitra¢nich desticek.

Tento soubor pokynti obsahuje informace o riznych procesech sbéru, vypoctu a hlaseni
dat, které¢ maji byt provedené na mikrotitracni desti¢ce. Editor Assay Wizard je piivétivy

nastroj, ktery slouzi k vytvareni a editaci testd (Dynex technologies, 2015).

Tvorbé nového testu se provadi stisknutim tlacitka pritvodce tvorby testu, ktery se nachazi
na hlavnim panelu nastroji. Zobrazi se pole Nadpis testu. Ten obsahuje pole k vyplnéni.
Vypliuje se nadpis testu, jméno tvlrce testu a heslo, které je poZzadovano pouze pii Gprave
testu. Dale okno obsahuje kod testu, ktery se pouziva k oznaceni kdédu mikrotitracni
desticky, ktera ma byt v testu pouzita. Posledni ikona je dokoncit, kdy je veskera editace

testu dokoncena, ale nikoliv ulozeno (Dynex technologies, 2015).

7.3.2 Zpracovani dat
Software AlaDYN umoziuje analytikiim vyvijet a tvofit protokoly, které mohou byt

pouzity ke stanoveni a hlaSeni ptijatelnych dat ve zprave. Tyto protokoly maji spolecny
format a jsou k dispozici pro velké mnozstvi testti (Dynex technologies, 2015).

7.3.2.1 Kontrola kvality primdrnich dat a editace rovnic

Rovnice kvalitativnich kontrol se pouZzivaji k zadani kritérii pro spravné provedeni testu.
Okno kontroly kvality primarnich dat obsahuje n¢kolik poli napiiklad rovnice, popis
chyby, funkce atd. Nejsou-li kritéria splnéna, budou i tak data zpracovana, ale ve
vysledné zpravé o vysledcich bude poznamka, ze kontrola kvality primarnich dat selhala

(Dynex technologies, 2015).
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7.3.2.2 Kuvalitativni zpracovdni dat
Pouziva se k oznaceni rozmezi pro vzorky, u kterych bude kvalitativni stanoveni pozitivni

nebo negativni podle parametrii testu. Kvalitativni zpracovani dat se pouziva ke
generovani riznych rovnic pro definovani prahovych podminek. Ty urcuji, jestli je
vzorek pozitivni nebo negativni. Kladny a zdporny limit se stanovuje pomoci rovnice.
Rovnice pro pomérové vyhodnoceni se pouziva k prevodu dat na data v jiném méfitku.
Data jsou na vystupu jako matice nebo tabulka prevedenych vysledkd. Rovnice pro
pfepocet vysledkii pfevadi nezpracovand data testu na rizné jednotky (Dynex

technologies, 2015).

Kalibracni ktivka, kdyz program méfi optickou denzitu pro fadu vzork, u kterych je
znama koncentrace. Pomoci odectu se vytvoii graf, ktery je dilezity pro vypocet
koncentraci u testovanych vzorkti. Na ose y jsou hodnoty optické denzity a na ose x jsou
zadana cisla pro znamé standardy. K vlozeni nebo vybéru kiivky slouzi zalozka Fity.
Standardni kfivky jsou pojmenovany Fitl, Fit2 atd. Aby mohla byt vyuzivana funkce
kalibra¢ni kiivky, musi byt nejprve vytvoren kontrolni seznam obsahujici alespon jeden
standard. Uzivatel si mlize zvolit 1 extrapolaci. Extrapolace je obvykle platna z linedrni

regresni kalibra¢ni kiivky. Uzivatel si miize vybrat ze 4 moznosti osy.

e Lin/Lin-osa x ay jsou v linearni stupnici

e Log/Lin-osy pouzivaji logaritmickou stupnici

e Log/Lin-osa x je graficky znazornéna v logaritmickém méfitku, zatimco osa y s
0O.D. hodnotami je graficky zndzornéna v linearni stupnici

e Auto-pfistro) DYNAREAD automaticky vybere osy fitli

Zalozka s nazvem graf pouziva k zahrnuti grafu koncentraci do vysledkl a definovani
zpusobu jeho vystupu. Zalozka vybér se pouziva k oznaceni vzorki, které maji byt
zahrnuty do vypoctu kalibraéni kiivky. VSechny vzorky (T1-T96) jsou zobrazeny v poli
s ndzvem vzorky. Obsazené vzorky v této kiivce jsou uvedeny v poli kontrolni seznam.
Vyvoj rovnic pro kontrolu kvality se pouziva zélozka kontrola kvality. PouZzivaji se k
umisténi kritérii na vzorky vypoctené z kalibracni kiivky. Kritéria kontroly kvality se
umisti na jamky az kdyz se vykresli kiivka a vypocitaji se koncentrace nebo titry (Dynex

technologies, 2015).
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7.3.3 Spusténi testu
Podkapitola spusténi testu popisuje kroky, které by méli slouzit ke shromazdéni

pozadovanych dat pro dalsi zpracovani a analyzu vzorkl. Pied pouzitim systému musi
byt provedeno par krokii. Prvnim krokem je zapnuti hlavniho vypinace na zadni strané
pristroje DYNAREAD. Druhym krokem je spusténi softwaru AlaDYN, kdy po spusténi
provede pfistroj DYNAREAD autotest, ktery slouzi jako pfiprava pfistroje pro vlastni
méfeni. Uzivatel musi zvolit podminky pifed méfenim mikrotitracnich desti¢ek. Tyto
podminky nalezneme v okné precist desticku. V tomto okné se urci a zkontroluji nasledné

podminky (Dynex technologies, 2015).

e ID desticky — vyuziva se jako docasny nazev datového souboru desticky. Tento
soubor se vytvari az na konci testu.

e operator — uvadi se jméno osoby, kterd test provadi

e volby — v tomto poli lze vybrat pouze moznost Nacist soubor s ID

o testy — zde se da vybrat test, ktery ma byt spustén

e Pozice prvni jamky — pozice jamky, kterou test zacina

e Pocet jamek — udéava, kolik jamek mé byt vyhodnoceno z pozice prvni jamky

Vlastni test se spousti tlacitkem precist desticku na pracovni ploSe a po vybéru podminek
se spousti pomoci tlacitka start. Protokol, ktery zobrazuje vysledky testu spolu s vypocty

je ve formatu, ktery byl v naprogramovaném testu (Dynex technologies, 2015).
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8 Vysledky
M¢éieno bylo pomoci fotometru DYNAREAD a pouzita byla softwarova aplikace

AlaDYN, ktera zpracovala namétené vysledky. Filtry byly nastaveny tak, ze hlavni filtr
méfil pfi vinové délce 450 nm a referencni filtr pfi vinové délce 630 nm. Ttepani

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

Rovnice pro kontrolu kvality je PC>NC. CoZ znamena, ze pozitivni kontrola musi byt
vEtsi nez negativni kontrola. Pokud by rovnice nevysla, test by byl netispé$ny. Rovnice

pro kontrolu kvality tedy vysla 1,227>0,036. Jedna se o hodnoty optické denzity.

V tabulce ¢islo 2 jsou namétfené hodnoty optické denzity. Kalibratory jsou na pozicich
od 2A — 2F. Na pozici 2G se nachazi pozitivni kontrola a na pozici 2H se nachazi

negativni kontrola. VVzorky sér jsou na pozicich od 3A — 4H.

Tab. 2: Hodnoty optickych denzit

2 3 4
A 2,268 2,954 0,284
B 1,849 3,001 0,020
C 1,127 2,984 0,873
D 0,657 3,425 2,108
E 0,320 0,217 1,532
F 0,068 0,410 1,845
G 1,227 0,544 2,483
H 0,036 0,380 1,362
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Vyhodnoceni testu ELISA je kvantitativni a data byla zpracovana pomoci kalibra¢ni
kiivky. Byly méfeny hodnoty optické denzity kalibracnich vzorkt, u kterych jsou znamé
koncentrace. Diky tomu Ize vypocist koncentrace testovanych vzorki. Graf znazoriuje
kalibra¢ni kiivku. Osa x a y jsou v linearni stupnici. Na ose x se nachazi hodnoty
koncentrace kalibratoru, které jsou znamé od vyrobce. Jsou to koncentrace s hodnotami
1, 10, 20, 40, 80, 120 RU/ml (relativni jednotky na mililitr). Na ose y se nachazi optické

denzity ze znamych kalibratort.

KALIBRACNI KRIVKA
Fitl
Lin/Lin Rozsah os

Polygon s extrapolaci dat

24 [—Fit1 |
21
18
15 |
12
09 4

0,6

Absorbance

03 -

0
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Rovnice kontrol kvality
1/2
RU/ml

Graf 1: Kalibracni kiivka
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Tabulka ¢islo 3 znazoriuje kalibratory, které jsou oznaceny jako S1 az S6. Tyto
kalibratory nalezneme v mikrotitracnich jamkach na pozicich A2 — F2. Dulezité jsou
naméfené hodnoty optické denzity a koncentrace. Tyto hodnoty jsou od nejvyssi hodnoty
po nejnizsi. Nejvyssi koncentrace kalibratoru je 120 RU/ml a nejnizsi koncentrace je 1
RU/ml. Stejné tak i optickd denzita ma nejvyssi hodnotu 2,268 a postupné se sniZuje az
na hodnotu 0,068. Postupné snizovani mizeme pozorovat i na mikrotitratni desticce
pouhym okem, kdy zluté zbarveni se snizovanim optické denzity a koncentrace

zesvétluje.

Tab. 3: Hodnoty kalibratord

ID vzorku Umisténi Opticka denzita Koncentrace

(RU/mI)
>t A2 2,268 120,000
52 B2 1,849 80,000
53 C2 1127 20,000
>4 D2 0,657 20,000
S5 E2 0,320 10,000
56 F2 0,068 1000

Na pozicich G2 a H2 (tabulka ¢. 4) se nachazi pozitivni a negativni kontrola. Pozitivni
kontrola je oznacena jako PC1 a mé hodnotu optické denzity 1,227 a koncentraci 45,561
RU/ml. Negativni kontrola nese oznaceni NC1 a jeji hodnota optické denzity je 0,036 a
koncentrace -0,160 RU/ml. Zluté zbarveni mizeme vidét pouze u pozitivni kontroly,

negativni kontrola ma prihlednou barvu.

Tab. 4: Hodnoty pozitivni a negativni kontroly

L ooxo s <1 . Koncentrace
ID vzorku Umisténi Opticka denzita (RU/mI)
PC1 G2 1,227 45,561
NC1 H2 0,036 -0,160#
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Vzorky lidského séra (tabulka ¢.5) jsou na mikrotitraéni desti¢ce na pozicich A3-H4. Jsou
oznacené jako T1-T16. Vzorek T1 je osoba, ktera je dvakrat ockovana a v listopadu 2021
prodélala onemocnéni Covid 19. Osoba pod vzorkem T2 je zajimava tim, ze jako jedina
je oc¢kovana jednodavkovou vakcinou Johnson & Johnson. Vzorky T3, T5, T6, T8, T9,
T11, T12 a T16 jsou osoby, které prodélaly pouze onemocnéni Covid 19 s rizné silnymi
pfiznaky. Osoby, které jsou pod oznacenim T4 a T15 maji tfi davky vakciny Pfizer-
BioNTech, vzorky T7 a T14 jsou ockovany také touto vakcinou, ale maji pouze dvé
davky. Osoby, které jsou pod vzorky T10 a T13 nejsou ockovany a udajné neprodélaly

onemocnéni.

Tab. 5: Hodnoty vzork( sér

ID vzorku Umisténi Opticka denzita Kc()lr_\l)(ije/nr;[]rla)\ce
T1 A3 2,954 185,386#
T2 B3 3,001 189,865#
T3 C3 2,984 188,289#
T4 D3 3,425 230,303#
T5 E3 0,217 6,321
T6 F3 0,410 12,667
T7 G3 0,544 16,636
T8 H3 0,380 11,794
T9 Ad 0,284 8,732

T10 B4 0,020 -0,714#
T11 C4 0,873 29,192
T12 D4 2,108 104,745
T13 E4 1,532 62,456
T14 F4 1,845 79,814
T15 G4 2,483 140,506#
T16 H4 1,362 53,028

Podle vyrobce kitu Anti-SARS-CoV-2 QuantiVac ELISA, ktery doporucuje vysledky
interpretovat tak, Ze koncentrace niz§i nez 8 RU/ml je negativni vysledek, koncentrace
>8 az <11 RU/ml je hrani¢ni a koncentrace vyss§i nebo rovna 11 RU/ml. Celkem bylo
naméfeno 13 pozitivnich vzorkd, 2 negativni vzorky (T5, T10) a jeden hranicni (T8).
Opét lze pozorovat zluté zbarveni v rizné sytosti barvy pii pozitivnim vysledku a pfi

negativnim vysledku Ciré zabarveni.
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9 Diskuse

Protilatky proti onemocnéni Covid 19 mizeme diagnostikovat riznymi zptisoby. Testy
obvykle pracuji s rekombinantné pfipravenymi antigeny a jejich S1 doménou spikového
proteinu, v mensim zastoupenim se pracuje s piirozenym virem (virusneutralizacni test,
nepfimé imunofluorescence) nebo lze pracovat s geneticky manipulovanym virem
(pseudovirusneutralizacni test). Standardni biologicky materidl ureny k testovani je
sérum nebo plazma a pro rychlé imunochromatografické metody lze vyuzit plnou krev,
ptipadn¢ sliny. Kromé metody ELISA Ize vyuzit ke stanoveni protilatek i
chemiluminiscenci, nepfimou imunofluorescenci, imunochromatografické testy,
imunoblooty, virusneutralizaéni test a pseudovirusneutralizacni test. Nevyhodou
nékterych testd je, ze musi byt provadény ve specializovanych laboratofich s uréitym

stupném ochrany (Hajduch, 2020).

Metoudou ELISA pomoci testovaci sady QuantiVac ELISA byly detekovany protilatky
tiidy IgG proti SARS-CoV-2 v Sestnécti vzorcich séra. Mikrotitra¢ni jamky byly potazeny
antigenem s doménou S1 spike proteinu SARS-CoV-2 exprimovaného rekombinantni v
lidské bunécné linii HEK 293 (Euroimmun, 2021). Odbéry i veskera laboratorni prace
byla provddéna v laboratofi na Zdravotné¢ socidlni fakult€¢ za pouziti fotometru

DYNAREAD a softwaru AlaDYN.

Diky dobfe naméfené pozitivni a negativni kontrole a diky kalibra¢ni kiivce lze
predpokladat, Ze naméfené hodnoty jsou v pofadku. Kdyz se zamétime na vzorky sér,
zjistime, Ze ve vétsing pripadl maji nejvice protilatek osoby po ockovani ¢i po o€kovani
a prodélani onemocnéni Covid 19. Podle ¢lanku je nad&ji v boji proti novému typu
koronavirt vyvoj bezpecné a ucinné vakciny, ktera by vedla ke snizeni vyskytu téZkych
forem onemocnéni Covid 19. Jednim z problému je vyskyt mutaci. S velkou
pravdépodobnosti se stane vakcina proti SARS-CoV-2 sezonni zalezitosti s nutnosti

pravidelnych pfeockovani (Smetanova a kol., 2020).

41



Vzorek ¢islo 13 by mél vyjit negativné, jelikozZ osoba neni ockovana, neprod¢lala
onemocnéni a ani nepocitovala ptiznaky onemocnéni. Vysledek ale vysel pozitivné.
Gheyath K. Narallah a Duaa W. Al-Sadeq, ktefi provadéli studii, dosli k vysledku Ze
asymptomaticky vyskyt onemocnéni Covid 19 ve velkém poctu vzorka (vice nez 1000)
poukazuje az na 12,9% vyskyt bezptiznakového onemocnéni. Studie s malym poctem
vzorkl ukazala az 87,9% vyskyt bezptiznakového onemocnéni (Gheyath K. Narallah a
Duaa W. Al-Sadeq, 2020). Diky této studii lze ptedpokladat bezpiiznakovy pribéh

onemocnéni.

Dalsi zajimavosti ve vysledcich jsou vzorky s Cisly 5 a 16. Jedna se o dv¢ stejné staré
osoby ve veéku 23 let, které prodélaly onemocnéni ve stejnou dobu. Onemocnéni bylo
potvrzeno PCR testem. Osoba pod vzorkem ¢islo 5 méla lehké ptiznaky naopak osoba

pod vzorkem 16 méla t&z8i pribéh onemocnéni. I po prodélani onemocnéni u osoby se

vzorkem ¢islo 5, vychazi vzorek jako negativni.

Podle studie na univerzité¢ ve Wuhanu se daji detekovat protilatky 1gG detekovany uz 4.

ve srovnani s pacienty, ktefi méli nizké hladiny IgG (Bicheng Zhang a kol., 2020).

Dalsi védecky vyzkum z Bruselu tvrdi, Ze kinetika protilatek zistava z ¢asti nepochopena.
Vyzkum zjistil, ze protilatky IgG klesaji v prubéhu casu, kdy protilatky po 1 roce od

onemocnéni jsou ve vétsing piipadd tak nizké, Ze t&lo nechrani (Greef a kol., 2021).

Z téchto studii mtizeme tedy usoudit, Ze negativni vysledek u vzorku ¢islo 5 je z divodu,
7e od onemocnéni uplynuly 4 mésice. Po 4. mésicich dochazi ke snizovani protilatek.

Mirny pribéh onemocnéni mohl zpuisobit nizsi hladiny IgG.

Co se ty¢e metody ELISA od firmy Euroimmun tak na zakladé testovani, které prob&hlo
v laboratofi klinické mikrobiologie a imunologie na University of Chicago, vysla
vynikajici citlivost pro detekei protilatek IgG a vynikajici specificita pro 1gG (Beavis a
kol., 2020)
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Na zéklad¢ naméfenych vysledkl se metoda ELISA s pouzitym kitem QuantiVac ELISA
ovétila. Jednim z divodl je i snadnd a casov€é nendro¢na metoda. K provedeni
potfebujeme pouze sérum i plazmu, testovaci sadu, kterd je kromé promyvaciho pufru
pripravena k pouziti, fotometr a software. Provedeni testu trvalo ptiblizné€ 5 hodin, kdy
nejdelsi dobu trvaly inkubace vzorkti. Samotné méteni bylo zhotoveno chvilku po vlozeni
do fotometru. Vyhodou metody taky je meéfeni vice vzorkli najednou na jedné

mikrotitracni desticce.
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10 Zavér

Ve své bakalatské praci jsem se vénovala V teoretické ¢asti imunochemickym metodam,
hlavné metodou ELISA, ktera je podrobngji zpracovana. V teoretické ¢asti se také vénuji
onemocnéni Covid 19. Toto nové respiracni onemocnéni zplisobené koronavirem,
zpusobilo ve svété pandemii. V praktické ¢asti je popsan piistro DYNAREAD a software
AlaDYN. Dale jsou namétené protilatky anti-SARS-CoV-2 tiidy IgG, pomoci sady
QuantiVac ELISA, zhodnoceny. Naméfeno je celkem 16 vzorku sér, od 0sob, které byly
po prod€lani onemocnéni, ockovany, ockovany a po prodélani onemocnéni anebo

neockovany a bez prodélani onemocnéni.

Koncentrace protilatek, které byly naméteny, vysly ve vétsiné piipadech a shoduji se
sdélenymi informacemi od osob, které¢ poskytly krev ke stanoveni protilatek. Vzorky,
které se neshoduji s informacemi od osob jsou naptiklad z divodu poklesu protilatek po

onemocnéni Nebo prodélani onemocnéni bezptiznakove.

Na zavér této prace bych chtéla fict, Ze metoda ELISA je pomérn¢ citliva, rychld a
jednoducha metoda, ktera ma mnoho vyuziti. ELISA od firmy Euroimmun byla testovana
i v laboratofi klinické mikrobiologie a imunologie na University of Chicago a vysla jim
vynikajici citlivost pro detekci protilatek IgG a vynikajici specificita pro IgG. Tuto
metodu bych tedy oznacila jako ptesnou a spolehlivou. Cilem prace tedy bylo stanovit
hodnoty specifickych IgG, coz tyto hodnoty byly stanoveny. Kit QuantiVac ELISA lze

zhodnotit jako vhodny ke stanoven protilatek.
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12 Seznam zkratek

Ab

Ag
COVID-19
EIA
ELISA

SARS-CoV-2

Protilatka

Antigen

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

Imunoglobulin

Imunoglobulin A

Imunoglobulin D

Imunoglobulin E

Imunoglobulin G

Imunoglobulin M

Opticka denzita

Radioimunoanalyza (z angl. Radioimmunoassay)
Spikovy protein

Koronavirus souvisejici s tézkym akutnim respiraénim syndromem
(z angl. Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus)

49



13 Ptilohy

Obrazek 1: Odebrané vzorky ve zlatych vakuetach

Obrazek 2: Vzorek ve zlaté vakueté

Obrazek 3: Napipetované kalibratory, pozitivni a negativni kontrola a pacientska séra
Obrazek 4: Testovaci sada QuantiVac ELISA (1gG)

Obrazek 5: Mikrotitracni jamKy po napipetovani chromogen/substratového roztoku
Obrazek 6: Mikrotitra¢ni jamky po napipetovani stop roztoku

Protokol 1: DYNEX AlaDYN — vysledky méteni
Protokol 2: DYNEX AlaDYN — vysledky méfeni
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Obr. 1: Odebrané vzorky ve zlatych vakuetach

Obr. 2: Vzorek ve zlaté vakueté

51



Obr. 3: Napipetované kalibratory, pozitivni a negativni
kontrola a pacientska séra

Obr. 4: Testovaci sada QuantiVac ELISA (IgG)
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Obr. 5: Mikrotitracni jamky po napipetovani
chromogen/substratového roztoku

Obr. 6: Mikrotitracni jamky po napipetovani stop
roztoku
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Dynex AlaDYN

126.03.2022

:02.41.22

:Kamila Bicanova
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FEEkE

FEEE
FEEEE
FEEEE
R
kR
FEEE
FEEEE

LisLo TesTU 0 REZIM FILTR( :HLAVNEAREF.  DATUM
JMENC TESTU (SARS-Cov-2, HLAVNI FILTR 450 cas
Quantivac
DESTICKA ELISA Kamila REF. FILTR 1630 OPERATOR
Rownice kontrol kvality
PC=NC 1,227>0,036
DATA MATICE/TABULKA: OD
1 2 3 4 5 6 7 B 9 10
A *XEEE 2'2m 2,954 0,234 *EEEE *EEEE *hEEE LR *EETE *kiEE
B EEEEE ]_‘m 3,Dﬂ]. ufnzo TEEEF EREEE FEEER EEEES EEEEE TEXER
c AEXEE ]_']_2? 2f%4 0,3?3 TEEAE EXEEE TXXER EE 22 2] EREXE TEXEE
D AEXEE ﬂ'ss? 3,425 2,108 TEEAE EXEEE TXXER EE 22 2] EREXE TEXEE
E *XEEE u'jm 0,21? ].,532 *EEEE *EEEE *hEEE LR *EETE *kiEE
F L2 22 u'om 0,41“ ].,345 TEERF EEEE xhkEE bR 2224 EhEEE R
G EEEEE ]_'22? 0f544 2,483 TEEEF EREEE FEEER EEEES EEEEE TEXER
H AEXEE 0'036 0,330 ].,362 TEEAE EXEEE TXXER EE 22 2] EREXE TEXEE
==+ ndikuje neftenou jamku nebo hodnotu mimo platny rozsah
KALIBRACNT KRIVKA

Fitl
Lin/Lin Rozsah os
Polygon s extrapolaci dat

2,4

2,1

1,8

1,5

1,2

0,9

0,6

0.3

0
0 20 40 &0 BO 100 120

Rownice kontrol kvality
1/2

Protokol 1: DYNEX AlaDYN — vysledky mereni
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1D vzorku Urnisténi Data Priimér 5.D. CV. Redénl  Koncentrace

Ti A3 2,954 2,954 ek R 1 185,386
T2 B3 3,001 3,001 R R 1 150 Ba5#
T3 o} 2,984 2,984 FEEE hiasald 1 188,2898
T4 D3 3425 3,425 hadasd *EEEE 1 230,303#
TS E3 0,217 0,217 HEEE FEEEE 1 6,321
Té F3 0,410 0,410 R R 1 12,667
7 G3 0,544 0,544 R R 1 16,636
T8 H3 0,380 0,380 HEEE FEEEE 1 11,794
T Ad4 0,284 0,284 ek R 1 8732
T10 B4 0,020 0,020 HEEE FEEEE 1 -0,714%
Til c4 0,873 0,873 R R 1 29,192
Ti2 D4 2,108 2,108 hadasd *EEEE 1 104,745
Ti3 E4 1,532 1,532 HhEEE FEEEE 1 62,456
Ti4 F4 1,845 1,845 Rt R 1 79,814
Tis G4 2483 2,483 Eaaaad R 1 140,506
Ti6 H4 1,362 1,362 R R 1 53,028
1D vzorku Urnisténi Data Priimér 5.D. CV. Redéni  Koncentrace
<1 A2 2,268 2,268 Eaaad R 1 120,000
52 B2 1,849 1,849 R R 1 80,000
53 c2 1,127 1,127 R R 1 40,000

o2 0,657 0,657 HEEE AR 1 20,000
55 E2 0,320 0,320 ek R 1 10,000
S6 F2 0,068 0,068 R R 1 1,000
1D vzorku Urnisbéni Data Priimér s.D. CV. Redéni  Koncentrace
NC1 H2 0,036 0,036 AL R 1 -0, 160#
1D vzorku Urnisténi Data Priimér s.D. V. Redéni  Koncentrace
PC1 G2 1,227 1,227 R R 1 45,561

=== ndikuje nedtenou jamku nebo hodnotu mimo platny rozsah
+++++Indikuje vysledek nad limitem
~—Indikuje vjsledek pod limitem
#Indikuje extrapolovana data
Dynex
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Protokol 2: DYNEX AlaDYN — vysledky méreni
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