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EIA metody

Sérologicky prukaz infek¢nich nemoci,
kvantifikace antigenu, nadorovych markeru,




Reakce antigenu s protilatkou

I Ab musi byt alespon
bivalentni, kompletni (x
inkompletni)

pro EIA testy
diagnostickeé
MoAb prevazuji!!

Ag +Ab HAg'Ab zesitovani

(cross-linking)

Podle povahy antigenu:
* Precipitace = antigen je solubilni

« Aglutinace = antigen je korpuskularni (erytrocyt)



Usporadani testu EIA

 homogenni x heterogenni
* kompetitivni Xx nekompetitivni

» konjugat — Ab znacena enzymem (HRP,
AP, Gly)

* substraty pro enzymy, | fluorescencni
(citlivost)

» chromogeny pro HRP (OPD, TMB, 5AS,
DAB)



Kompetitivni usporadani EIA

* heterogenni
* homogenni

» zavislost signalu na koncentraci analytu: ?

» vhodnée pro nizkomolekularni analyty
(hapten) — toxiny, drogy, leky, aditiva,
alergeny a pod.



Nekompetitivni usporadani EIA

* heterogenni
* (homogenni) — schema?

» zavislost signalu na koncentraci analytu: ?

» sendvicové usporadani vhodne pro
vysokomolekularni analyty



EIA metody

TITRACE protilatek - kvantifikace Ab, jednotka — titr (stupen redeéni)
nebo 1.U. (IgE)

protilatky proti bakterialnim infekcim (Helicobacter pylori, protilatky
proti boreliéze (B. burgdorferi, garinii, afzelii) — diagnoza, uc¢innost
terapie, prognosticky vyznam

protilatky proti virovym infekcim

{her eticke viry, hepatitidy, HIV a mnoho jinych) - diagnéza, ucinnost
erapie, prognosticky vyzna

Kvantifikace antigenu — jednotka ng analytu/ml vzorku

primy prukaz Ag (HBsAg, HIV) pri infekénich onemocnénich

prukaz a kvantifikace nadorovych markeru (pfiklady — na lab. cvi¢eni,
min. 5)

prukaz alergent v potravinach, potravnich doplricich, prtikaz toxint



ENZYMOVA IMUNOANALYZA - EIA

(ELISA - enzyme linked immunosorbent assay)

« Lze vyuzit jak pro stanoveni protilatek (v izotypech IgG, IgM aj.)

tak pro stanoveni antigenu

 komplex Ag - Ab detekovan sekundarni protilatkou znacenou
enzymem (kfenova peroxidaza, alkalicka fosfataza)

Ag: celobunécny lyzat (rozbiti ultrazvukem, hypotonické prostredi,
zmrazovani - rozmrazovani), bakterialni exoprodukty,
rekombinantni Ag aj., alergen, autoantigen,

- protilatkova odpoved’ v jednotlivych tridach Ig (IgG, IgM)
« vysoka citlivost (<71ng/l)

« hodnoceni testu
« kvalitativni (hrani¢ni sérum, cut-off)
« kvantitativni (kalibraéni krivka)



ELISA - prukaz specifickych protilatek
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| promyti

2. protilatka
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ELISA sandviCcova — prukaz Ab
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ELISA test - krivka
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Fig. 7.1.1 Anbtibody titre by ELISA: either half-maximal binding, i.e. 1:10% or minimal
detectable response above negative control, ie. 1: 108



Hook efekt testu ELISA
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ELISA — prukaz antigenu
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ELISA sandviCova — prukaz Ag
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Kvantifikace
toxinu
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IgM ,,capture” — prukaz specifickych protilatek IgM

proti infekcnimu agens (odstranéni vlivu specifickych IgG protilatek)
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IgM capture metoda

Metoda "IgM capture"

A) detekce pomoci znaceného antigenu
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Homogenni EIA

Homogenni EIA s vysokou koncentraci stanovovaného antigenu
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Heterogenni EIA

substrat

Heterogenni EIA - kompetitivni metoda ELISA
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EIA testy

Kvalitativni — dublety, triplety vzorku s predem
stanovenym stupnem redeni

Kvantitativni — stanoveni titru protilatek (stupen redeni
vySetfovaného seéra)

Kvantitativnhi — stanoveni mnozstvi antigenu (mikro az
nano gramy i mene) pomoci kalibratoru a kalibracni
Krivky

Kontroly pozitivni, negativni (matrice), kontroly
nespecificke sorpce (blank)




TYPICKY VYSLEDEK STANOVENI
SPECIFICKYCH PROTILATEK TECHNIKOU ELISA
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Optimalizace ELISA — titrace Ag a
optimalizace mnozstvi konjugatu

konjugat - 100 pl/jamka
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redéné sérum - 100 pl/jamka



tuha faze s
navazanou
monoklonalni
anti A protilatkou

4

One step ELISA
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Prukaz specifickych protilatek
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Prukaz protilatek pomoci jejich
dvojvaznosti
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