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Imunoanalyticke metody

Vizualizace reakce antigen-protilatka pomoci znacky

Rozdéleni metod dle typu Rozdéleni metod dle
Znacky: usporadani:
oEIA — znackou je enzym oHomogenni ° o
oRIA - radioizotop , 0@
oLIA - luminofor oHeterogenni
oFIA - fluorofor oKompetitivni

oNekompetitivni

You age the suvsteate to my enzyme
and nothing could ever denature us.




Imunoanalyticke metody

Heterogenni kompetitivni:

o Analyt ze vzorku + znaCeny analyt od vyrobce — soutez o0 omezené mnozstvi antigenu
o Méreny signal je neprfimo umeérny mnozstvi analytu

Heterogenni nekompetitivni:

o Detekcni protilatka / antigen v nadbytku —analyt ze vzorku vyvazan
o Méreny signal je primo umérny mnozstvi analytu

Substrate
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ELISA

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

oHeterogenni imunoanalyza — nutna separace nezreagovanych slozek

oVazba antigenu / protilatky na pevnou fazi (sténa desticky)

Substrate Product

oVizualizace - enzymaticka premena substratu na barevny produkt 5

o Kfenova peroxidaza (tetrametylbenzidin - tetrametylbenzimidin - 450 nm)
o Alkalicka fosfataza (p-nitrofenylfosfat - nitrofenol - 405 nm) g‘g{%

P

oVysoka citlivost — pg/ml




ELISA - usporadani

Neprima ELISA

Prima ELISA
oAnalyt (Ab/Ag) imobilizovan

oDetekce pomoci znacCené protilatky

oNa analyt se vaze primarni neznacena
protilatka

oNa primarni protilatku se vaze sekundarni
znacena protilatka
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ELISA - usporadani

Sendvicova ELISA

Kompetitivni ELISA
oDetekce analytu s malou Mr oDetekce analytu s vysokou Mr (proteiny)
N LN~ 1 Stoswme oVysoka presnost
memm a4 yyyy) @YYV ITIEYYY .”
YYYY L = YYYY. ™ YYYY ‘r%r%% - Yiii

NIERY ALl .
Sameenebangtioniens| v vy v | LYY YY) T LYY T Y

Yﬁmbudy m Target protein —? Emzyme-labeled antibody Emzyme reaction

Yﬁmibudj.r m Target protein : Emzyme-labeled antigen Enzyme reaction

Absorption

Abszorption

) —— Antigen level

0 —— Antigen level http://ruo.mbl.co.jp/bio/e/support/method/elisa.html




Sendvicova ELISA —vyssi senzitivita

oSystéem biotin — avidin/streptavidin — na jeden imunokomplex se vaze vice
molekul enzymu — silngjSi zbarveni (pro analyty s nizkou koncentraci)




Kautovani ELISA desky

olmobilizace Ag nebo Ab na plastovy povrch desky
1. Povrchova aktivace desky

° vazba NH, nebo COOH skupin — tvorba kovalentnich vazeb s protilatkou nebo antigenem
° Vhodné pro stanoveni malych molekul — napf. peptidy
2. Pasivni adsorpce
° Hydrofobni interakce mezi nepolarnimi strukturami proteinu a plastovym povrchem desky
° Protein ur€eny k adsorpci je rozpustén v alkalickém kautovacim pufru (pH 9,5) — naleptava plastovy povrch a

usnadriuje adsorpci Ag nebo Ab
Specific binding Specific binding

o Blokovani desky ‘\ T / l \

o Po navazani Ab/Ag zUstava ¢ast plastového povrchu

volna. Aby bylo zabranéno nespecifickym vazbam, je A f
nutno tato mista zablokovat inertni bilkovinou BSA \ W 4

— bovinni sérovy albumin

Plate well Without blocking With blocking




Systém zachytna + detekcni Ab

ProC je kazda protilatka od jiného zivoCiSného druhu?

&,

Tato kombinace vyznamné snizuje riziko zkrizené reaktivity,
ktera by mohla zpusobit vznik nespecifickych imunokomplexu
(zdroj faleSné pozitivity)!!!

Lidska monoklonalni protilatka — s vysokou Detekéni protildtka
specifitou vaze pouze konkrétni antigen lidska. monoklonalni

Zachytna protildtka — s vysokou senzitivitou vaze Zachytna protilatka
vSechny varianty daného antigenu mysi, polyklonalni




Meéreni vysledku
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Vysledky

1. Kvalitativni hodnoceni

o Hodnotime vizualné pritomnost / nepfitomnost reakce - ano / ne
(napf. srovnani vzorku s blankem)

2. Semi-kvantitativni hodnoceni
o |P (index pozitivity) = absorbance vzorku / absorbance cut-off kalibratoru

3. Kvantitativni hodnoceni
o Kalibracni krivka — redeni kalibratoru o znameé koncentraci analytu

o Vysledek (absorbance) se odecita z kalibracni krivky
- Prepocet absorbance na koncentraci (Lambert-Beertv zakon)
o Vysledek ma Ciselnou hodnotu s udanymi jednotkami (napf. U/ml, ug/ml)




Vyuziti ELISA v imunologii

oAntiinfekCni imunita
o Stanoveni protilatek proti nékterym infekénim agens

oAutoimunitni onemocnéni
o Stanoveni autoprotilatek




ELISA a antiinfekéni imunita

oProtilatky proti tetanickému toxoidu

o sledovani odpovédi na vakcinaci (snizeni u humoralnich imunodeficienci — CVID,
AIDS)

oProtilatky proti difterickému anatoxinu
o kontrola oCkovani (pfedevsim u starych osob a pacientu s poruchou imunity)

oProtilatky proti kapsul. antigenu Haemophilus Influenzae
o Sledovani uspésnosti vakcinace, humoralni imunodeficience

oProtilatky proti specifickému pneumokokovému kapsularnimu
polysacharidu (anti-PCP)
o Sledovani uspesnosti vakcinace (zejména déti), humoralni imunodeficience




Autoimunitni onemocneni

oCela skala autoprotilatek (organové nespecifické, organove specifické)
o ANA — proti jadernym antigenum (SLE)

o ENA — proti extrahovatelnym nuklearnim antigeniim (SS-A, SS-B, Jol atd. —
Sjogrenav sy.)

o AMA — proti mitochondriim (primarni biliarni cirhéza)

o ASMA, LKM, LC — autoimunitni hepatitidy

o ANCA — proti cytoplazmé neutrofilu

o Anti-TTG —tkanova transglutaminaza (celiakie)

o Anti-TG-tyreoglobulin, anti-TPO-tyreoidalni peroxidaza (tyreoitidy)
o RF — revmatoidni artritida

o EMA —proti endomysiu — celiakie

o ASCA — proti Sacharomyces cerevisiae — Crohnova choroba




Hodnoceni vysledku

Negativni kontrola Pozitivni kontrola

Kalibracni rada




Hodnoceni vysledku

oV klinické laboratofi existuje urcita hierarchie hodnoceni vysledku

oPodili se na ném laborant i VS

oVzdy se hodnoti zaroven papirovy vysledek s ELISA deskou

1. faze kontroly — zdravotni laborant

o Vizualni kontrola desky —zbarveni

o Vizualné hodnoti, zda se namérena absorbance (barva jamek) shoduje s papirem (pozitivni pacienti — shoduji se
souradnice jamek na desce se souradnicemi v tisténych vysledcich?)

o NE — hledame pfic€inu (zaména desky)
> ANO - kontrola pokraCuje do dalsi faze




Hodnoceni vysledku

2. faze kontroly — VS pracovnik

o Vizualni kontrola desky

o Neni zbarveni moc tmave nebo svétle? -
o Neni v jamkéach sraZenina / nedistota? ]
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o Hodnoceni s tistenymi vysledky — kontrola kalibrace:

o Kontrola prubéhu kalibracni kfivky

o Kontrola jednotlivych bodu — neni néktery vyrazné mimo?

o Pozitivni kontrola — lezi v rozmezi, které udava vyrobce?

o Pozitivni vzorek pacienta — souhlasi poloha na desce s papirovym vysledkem?

D (492 o

05

Antigen concentration (ng/mi}




Hodnoceni vysledku

oPokud nevysly kontroly, musi se hledat pricCina:

o Mame tu spravnou desku? Na jakém programu byla zméfena? Jaka je Sarze kontrol (mohlo nedavno
dojit ke zméné)

oPokud pozitivni kontrola vysla prilis vysoka:
o Zjistujeme, jak vypadala pfedchozi méfena kalibrace

o Kontrola pozitivnich pacientl se zaznamy v LISu (pokud jiz pacient byl dfive vySetfen a aktualné zméreny vysledek se
shoduje s jeho historii, je pravdépodobné Spatné pouze kontrola):

o Mozna chyba fedéni laborantky
o Kontrola lahviCky — set, Sarze




Hodnoceni vysledku

oVysledky méreni kontrol se dlouhodobe zaznamenavaji v Case — interni kontrola kvality
o Levey-Jenningsuv diagram - Westgardova pravidla
o Regulacni a varovné meze
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Hodnoceni vysledku

oPokud nevyjde kalibrace a kontroly — nutno vySetreni opakovat
oPokud je v8e v pofadku — VS vysledek ELISY podepise (pfebira za n& odpovédnost)

3. Faze kontroly
o Laborantka si vytiskne pracovni list v LISu

o Prepisovani vysledkl z papirt do systému (POZOR na pfeklepy)

4. Faze kontroly - VS

o Ve chvili, kdy ma pacient vSechna pozadovana vySetfeni hotova, provadi se validace vysledk
o VS v poéitaéi kontroluje, zda vysledky davaji smysl|

o Seznam vysledkd, které je nutno okamzité hlasit Iékafi — VS mu vysvétluje, co to znamena

o Uvolnéni vysledku




Hodnoceni vysledku

5. Faze kontroly — VS
o Zvalidované a uvolnene vysledky pacienta se tisknou v papirove podobe

o Expedice vysledkt — VS, ktery vysledky uvolnil opé&t kontroluje tyto vysledky pacienta
VvV papiroveé podobé -
o Neni ve vysledcich néco podezielého?
o Nezapomnélo se na zadné vySetreni?

o Tisténé vysledky opousteji pracoviste a putuji k oSetrujicimu lékafri




Hodnoceni vysledku

oVS svym podpisem odpovida za vysledky!

00 kazdeé fazi zpracovani a kontroly musi existovat zaznam — kdo, kdy
o Razitka, podpisy
oV PC — laboratorni pracovnik zapisuje pod svym jménem

oVS také ovliviiuje laboratorni pracovniky — mél by si v&imat nalady na pracovisti,
motivovat lidi, aby se nebali pfiznat chybu

odde o zdravi lidi, zatajovani chyb nepfichazi v uvahu




Systém vysSetreni autoprotilatek

oELISA kity velice drahé — cca 10 tisic

oNapr. stanoveni ENA — obsahla skupina autoprotilatek proti extrahovatelnym
nuklearnim antigenim

oVySetreni probiha ve dvou fazich:

1. ELISA screening ENA: je pacient pozitivni na ENA? - ANO / NE

2. Pokud ANO - teprve se nasazuje na ELISU, ktera urCi podtyp ENA (SS-A, SS-B, Jol, Scl-70
...)




