F7PBLZIl Zaklady imunologie a imunochemie
Navod na cviéeni &islo 4: Siteni infek&nich agens — detekce pozitivity metodou ELISA - NEW

Sifeni infekénich agens — detekce pozitivity metodou ELISA - NEW

Teoreticky uvod

Uloha simuluje zpdsob a variabilitu $ifeni infekénich agens v populaci a
vysledkem vyhodnoceni testu je uréeni pravdépodobného puvodce
infekéniho onemocnéni. Simulace Sifeni daného agens je provadéna vidy
ve skupiné 12 student(, z nichZ pouze jeden vzorek je nativni tj. pozitivni.
Souprava ELISA-Immuno Explorer je urCena pro didaktické ucely.
UmozZnuje stanoveni antigend a protilatek v neznamych vzorcich a
priblizné koncentrace agens ve vzorcich. Tento test umoziuje
semikvantitativni analyzu — tedy urceni priblizného obsahu antigenu (v
pfipadé manualniho vyhodnoceni) nebo jeho kvantitativni stanoveni
(pouzitim fotometrického stanoveni absorbance). Pro kvantitativni
stanoveni obsahu antigenu ve vzorku, pfipravi studenti dle navodu
kalibra¢ni radu a vyslednou kfivku zpracuji matematicky a uréi slope.
Zaroven odectou z tohoto grafu hodnoty koncentrace antigenu ve vzorku.
Uloha zaroven slouZi jako demonstrace imunoanalytického stanoveni
latky na principu primé kompetice analytu s detek¢ni afinitni molekulou.
V navodu jsou popsany jednotlivé kroky stanoveni, doplnéné praktickou

ukazkou testu.
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Princip testu

ELISA-Immuno Explorer je imunoanalyticky test na pevné fazi na principu
primé kompetice. Na povrch jamek mikrotitracni desticky je jiz navazany
antigen, ktery v této soupravé kompetuje (,,soupefi“) s volnou protilatkou
ve vzorku o vazebné misto. Nadbytek protilatky je pfi nasledném promyti
jamek pomoci promyvaciho roztoku odstranén. Mnozstvi zachycené
protilatky je pfimo umérné koncentraci nezndmého agens ve vzorku. Aby
bylo moiné urcit mnozistvi zachyceného agens, je tento spojen
(konjugovdn) s enzymem HRP peroxiddzou. Tento enzym reakci s
chromogennim substratem proménuje barvu roztoku substratu z ¢iré na
modrou, a to v intenzité zavislé na mnozstvi pritomného komplexu HRP

peroxidasy v jamce. (Obr. 1)
Promyvani: Mezi jednotlivymi kroky testu je potfeba odstranit z jamek
nenavazané komplexy. Pokud by nedoslo k promyti jamek, na konci testu

by doslo k zabarveni jamek i bez pfitomnosti hledanych latek.

Substratovy roztok: Roztok na bazi barviva tetramethylbenzidin (TMB) s

obsahem peroxidu vodiku. Diky enzymu (v tomto testu peroxidaza
obsaZzena v konjugdtu) dojde v substratu ke katalytické reakci a postupné
zméné zbarveni roztoku do modra. Pokud v jamkach neni navazany
peroxidazovy konjugat, nedojde k aktivaci substratu a jamky zlistanou bez

zabarveni.
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Obr. 1 Metoda ELISA-nepfimd

Ptiprava kalibrac¢ni fady: Souprava obsahuje 1 standard — student sam

pripravi kalibra¢ni fadu (viz obr.2 dle dvojkového redéni), dle které stanovi
priblizny obsahu cizorodého agens ve vzorcich. Rozsah citlivosti je 1 az

1000 ng/ml.

25 pL 250l 250puL 250pL 250pL 250 @b 250 L

50 p I;?SU pr 250 plL

Stock 1,000 500 250 125 62.5 31.3 15.6 pg/mL
Solution

Obr.2 Dvojkové redéni zasobniho roztoku(stock solution)

Pouziti: Vyslednou koncentraci vzorku Ize hodnotit pomoci specialniho

laboratorniho vybaveni — ELISA reader/spektrofotometr.
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Kalibrace: Student z namérenych hodnot absorbance a danych hodnot

koncentrace vytvofi kalibraéni kriku(viz. Graf 1)

Graf 1 Kalibra¢ni kfivka, https://eluc.ikap.cz/verejne/lekce/2526
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Reagencie:

ELISA stripy (12 jamek) potazené polymerem STRIPS

Sada reagencii obsahuijici:

testovany vzorek — nezndmy (0,75 ml)

positivni kontrola (antigen, 0,50 ml),

negativni kontrola (PBS 0,50 ml)

primarni protilatku 1,5 ml (obsahuje anti —rabbit polyklonalni protilatku)
sekundarni protilatku s HRP (horseradish peroxidasa) enzymem(1,5 ml)
konjugat TMB chromogenni substrat( tetramethylbenzidin), r.t.u., (1,5 ml)
promyvaci roztok, cca 60 ml.( WASH pufr)

PBS (fosfatovy pufr)r.t.u.

zasobni roztok antigenu ( stock solution c= 1000 ng/ml)

pozn.: * r.t.u. — ,ready to use” (pfipraveno k pouziti), slozka je v pracovni
koncentraci a nevyzaduje dalsi redéni

Pristroje:

ELISA reader: SpectraMax M2 Multi-Mode Microplate Reader Unit2 - AV
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Pomucky:

destilovana voda pro redéni promyvaciho roztoku (lze pouzit i obycejnou
vodu, ta vSak mlZe v zavislosti na kvalité slabé zabarvit pozadi reakce)

odmérny valec pro pfipravu promyvaciho roztoku
mikropipety

sklenéné pipety

Pasteurovy pipety 1 ml se stupnici ¢lenénou po 0,25 ml 10 ks
mikrozkumavky

pipetovaci Spicky

kadinka nebo vanicka s vodou

odpadni nadoba

zkumavky eppendorf

gaza/filtracni papir/bunicita vata na osuseni stripli po promyvani
hodinky/stopky na méreni inkubacnich ¢asq,

popisovac
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Pracovni postup:

1. Pfiprava pufri
1.1. Vyndejte slozky soupravy na stll a nechte je pfizplsobit laboratorni
teploté (cca 10 minut). Stripy s jamkami vyjméte ze sacku az po
vytemperovani na laboratorni teplotu, aby nedosSlo k oroseni jamek.
Vsechny slozky duUkladné promichejte nékolikandsobnym otocenim
lahvi¢ek. Pokud provadite test na barevném stole, je vhodné podlozit si
stripy bilym papirem pro lepsi prehled pfi kapani do jamek a posouzeni

barvy v jamkach.

1.2. Pfipravte pracovni koncentraci promyvaciho roztoku jeho naredénim
10x ve vhodném objemu vody pomoci odmérného vélce (60 ml
promyvaciho roztoku + 540 ml H,0). PouZity postup pfipravy promyvaciho
roztoku zaznamenejte do protokolu. Promyvaci roztok prelijte do vhodné
kadinky/vanicky, aby se dal pfi promyvani snadno nasavat kapatkem.
Nespotfebovany promyvaci roztok naredény na pracovni koncentraci lze
skladovat maximalné 2 tydny pfi teploté +2 az +10 °C. V pfipadé, Ze se
naredény promyvaci roztok skladovanim zakali nebo v ném vznikne

sediment, dal ho nepouzivejte a zlikvidujte ho.
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2. Siteni infekéniho agens, detekce antigenu:
2.1. Priprava kalibracni rady 1. strip
Do protokolu si pfipravte rozpis vzork(. Dva stripy dle obr3.

Stripc.1:

T f"_""\l./""““\ N
. Ve

I?.{}OO 500 250 125 63 31 16 8 4 2 1 0

Concentration {ng/mil)

Strip ¢€.2:

Obr.3 Rozpis vzorki ve stripu ¢.1 a 2

Jako negativni kontrolu (-)pouzijte PBS. Jako pozitivni (+) — roztok
antigenu. Vzorky je vhodné pfidat v tripletech — 3 jamky. Tfi jamky se
pouzivaji pro minimalizovéni laboratorni chyby. Doporuceny zplsob
fedéni pro kalibra¢ni fadu je uveden ve schématu aplikace vzork( ( viz

Obr.2)

2.2. Provedte simulaci Sifeni infekéniho onemocnéni v populaci:

2.2.1. Cely obsah vaseho vzorku séra pomoci Pasteurovi pipety preneste

kvantitativné do eppendorfky se vzorkem jiného studenta.
2.2.2. Promychejte a preneste zpét 500 pl vzorku

2.2.3. Zopakujte jesté 1x sjinym studentem, vzniklé smésné sérum

oznacte jako vas vzorek (napt.A)
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2.3. Priprava 1. a 2.stripu pro detekci antigenu

2.3.1. Nakapejte 2 kapky (50 ul) standardd a vzork(l do jamek podle
rozpisu. (viz. Obr 3):

3 jamky s pozitivni kontrolou(+), 3 s negativni kontrolou(-) a dale 3 jamky

neznamého studentského vzorku. (student A a B)

Po kazdém vzorku pipetu dikladné proplachnéte vodou popfipadé
vymeénte za Cistou. Pozor!!! Pipetou se nedotykejte stén nebo dna jamek,

aby nedoslo k poruseni navazané vrstvy! Stopujte 5 minut.

2.3.2. Obsah jamek vylijte na papirové ubrousky a opatrné poklepejte
otocenym stripem dnem vzhUru. Promyti: VSechny jamky naplfite (ne po

okraj) Wash pufrem a znovu vylijte. Toto promyti zopakujte jesté 1x.
POZOR!!!

Vyvarujte se pretékani roztoku ven z jamek. Poté opét vyklepnéte
promyvaci roztok z jamek. Celkem provedte promyti 2x a na konci
vyklepnéte promyvaci roztok, aby jamky zlstaly pred dalSim krokem
prazdné. Kapky na povrchu stripu muzZete otfit poklepanim o kousek gazy

nebo filtracniho papiru.

2.3.3. Nakapejte 50 ul primarni protilatky do vSech jamek. Stopuj 5 minut,

vyprazdni jamky a znovu proved promyti 2x viz. bod 2.2.2.

2.3.4. Ptenes (50 ul) sekundarni protilatky do vSech jamek. Stopuj 5

minut, vyprazdni vSechny jamky a znovu opakuj promyti (bod 2.2.2.) 3x.

2.3.5. Nakapej 100 pul chromogensubstratového roztoku TMB (SUB) po 3

kapkach (0,1 ml TMB/jamka). Stopujte ¢as od pridani substratu do prvni
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jamky. Inkubujte 5 minut (£ 1 min.) pfi laboratorni teploté. V jamkach s

nizkou koncentraci by mélo se objevit slabé modré zabarveni.

2.3.6. Zkontrolujte vysledné zbarveni jamek. V jamkach s kalibra¢nimi
standardy byste méli pozorovat snizovani intenzity zabarveni v zavislosti
na koncentraci antigenu. Ve vzorku standardu 1000 ng/ml (nejvyssi
koncentrace antigenu) by mélo dojit k maximalnimu modrému zbarveni.
Podle schématu priradte jednotlivym standardlim odpovidajici hodnotu
koncentrace (intenzivné zbarvené az nezbarvené). Srovnanim intenzity
zabarveni standard(d a vzork( prifadte taktéZ hodnoceni jednotlivym

vzork(am.

2.3.7. Provedte méreni koncentrace v jamkach stripu, jak kalibra¢ni rady,
tak vaseho vzorku o neznamé koncentraci. Méreni provadéjte metodou
End-point pfi A = 650nm v pristroji ELISA reader. Vysledné hodnoty

absorbance zaneste do tabulky:

Koncentrace Absorbance nm

antigenu ng/ml

2.3.8. Sestrojte kalibra¢ni krivku zavislosti koncentrace antigenu na

absorbanci. (koncentraci uvadéjte v ng/ml)

Postupujte podle ndvodu v Grafu 1
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Hodnoceni testu:
A/ Vzorky antigenu po procesu Sifeni infekéniho agens:
- zapis$ positivitu nebo negativitu svého vzorku

- zakresli kalibraéni kfivku zdvislosti koncentrace na absorbanci ( viz graf

¢.1)

- odecet hodnot — odecti koncentraci smésnych vzorkd pomoci

kalibracni krivky.
B/ Vysledky zapis:
Koncentrace antigenu ve smésném vzorku séra je:

Pavodcem infekéniho agens je student:

Kontrolni otazky:

e Jaky je vyznam prikazu antigenu infekéniho agens ve vztahu k pacientovi
a proc se zjistuje puvodce onemocnéni?
e Proc je nutné pouzivat jak primarni tak sekundarni protilatku?

e Jakou ma funkci enzym v této reakci?
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