WYBRANE TECHNIKI
ANALIZ BIOCHEMICZNYCH




ELISA (enzyme-linked Immunosorbent assay)
test immunoenzymatyczny lub
Immunoenzymosorbcyjny




ntygen - zwigzek, ktory wywotuje reakcje immu-
nologiczng w organizmie; zwigzek, ktory moze byc
ykryty za pomocg swoistych przeciwciat

Przeciwciato - glikoproteiny wytwarzane w
dpowiedzi na czynnik antygenowy

Enzym - zwigzek, ktory dziata w bardzo matych
stezeniach jako katalizator specyficznych reakgji

ubstrat - zwigzek, z ktorym enzym reaguje w
sposob specyficzny

Chromogen - zwigzek, ktory zmienia kolor w
wyniku reakcji enzymu z substratem 3



Enzymy zastosowane w tescie ELISA:

- muszg tatwo tgczyc sie z biatkiem

- nie jest wskazanym, aby wystepowaty naturalnie
w ptynach biologicznych

- substrat dla tych enzymow powinien by¢ tatwo
dostepny, a produkt tej reakcji powinien byc
barwny



Dzieki odpowiednim enzymom uwidacznia reakcja barwna
powstajgca podczas tgczenia sie antygenu ze specyficznym
przeciwciatem (reakcja antygen-przeciwciato).

Najczescie] stosowane enzymy to:

- fosfataza alkaliczna AP (przeksztatca bezbarwny fosforan p-nitrofenolu w
z0tty p-nitrofenol),

- peroksydaza chrzanowa POX (daje niebieskie zabarwienie w obecnosci
tetrametylobenzydyny),

- oksydaza glukozowa GO (z kwasem 5-aminosalicylowym daje kolor
brunatny).

Zmiana barwy roztworu mierzona jest spektrofotometrycznie

Zawartosc biatka w badanym materiale odczytuje sie sie z krzywej
kalibracyjnej (wykonuje sie szereg roztworow o znanych rozcienczeniach i
poddaje takim samym zabiegom, co proby badane). 5



Materiatem wykorzystanym do badania moga
byc:

*SUROWICA KRWI,
*PLYNY USTROJOWE,

*MOCZ

*MEDIUM PO HODOWLI KOMORKOWEJ,
*HOMOGENATY TKANKOWE.




ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
test Immunoenzymatyczny lub
Immunoenzymosorbcyjny

Wykrywa okreslone biatka
w badanym materiale
Z uzyciem przeciwciat

(monoklonalnych lub poliklonalnych)

skoniugowanych
Z odpowiednim enzymem

> WySOka CZU*OSC, Przeciwciata monoklonalne zbior przeciwciat, ktore
» duza przepustowosScC, wykazuja jednakowg swoistos¢ wzgledem danego

T PPN antygenu, sg otrzymywane z jednego klonu limf. B.
> wynik ilosciowy Rl 7 Oeymyans = jodneg

Przeciwciafa poliklonalne wzgledem tego samego
antygenu wykazujg rozne powinowactwo




ODMIANY TESTU ELISA



http://dolinabiotechnologiczna.pl/wp-content/uploads/2011/10/elisa-2.jpg
http://dolinabiotechnologiczna.pl/diagnostyka/labowe-%e2%80%9eknow-how%e2%80%9d-elisa/attachment/elisa-3/

Test ELISA bezposredni

Test bezposredni wymaga
obecnosci swoistego
przeciwciata, ktore dodatkowo
musi byC wyznakowane

enzymem.

ELISA bezposrednia
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Do wykrycia antygenu
trzeba przygotowac
porcje znakowanych
swoistych przeciwciat

Enzym
Przeciwciato

Antygen


http://dolinabiotechnologiczna.pl/diagnostyka/labowe-%e2%80%9eknow-how%e2%80%9d-elisa/attachment/elisa-bezposrednia/
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|. oplaszczenie pytki inkubaca z inkubacja z . Inkubacja z
antygenam przecwoialem przeciwciadem odpowsadnim
pierwszorzedowym grugorzgcowym substratem

santygen optaszczajacy ptytke wykrywany jest przez swoiste,
nieznakowane przeciwciato i tworzy z nim kompleks immunologiczny.

dodawane sg skoniugowane z enzymem przeciwciata drugorzedowe,
nacelowane na czesc statg tancucha przeciwciata pierwszorzedowego.

Pozwala to na dowolny dobor przeciwciat drugorzedowych, ktore sg
uniwersalne dla organizmu, z ktorego pochodzg przeciwciata
pierwszorzedowe.



Sandwich" ELISA — test podwojnego wiazania
(1) (2) (3) (4)

Fosfataza alkaliczna (fosforan p-nitrofenolu)
Peroksydaza chrzanowa (tetrametylobenzydyna) ¥

Oksydaza glukozowa (kwas 5-aminosalicylowy) _,*
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1. umieszczenie specyficznego wzgledem danego antygenu
przeciwciata na fazie statej, np. ptytce

2. Dodawany jest badany materiat - jesli w materiale znajduje sie poszukiwane biatko,
bedzie sie ono tgczy¢ do przeciwciat zwigzanych z ptytkg

3. antygen jest wyodrebniony z mieszaniny, po czym dodaje sie
przeciwciata wykrywajace

4. dodawane jest kolejne przeciwciato, tym razem wyznakowane
enzymem.

5. dodawany jest substrat, ktory jest konwertowany do wykrywalnej formy
przez enzym na przeciwciatach drugorzedowych



//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4b/ELISA-sandwich.svg

Test ELISA — zastosowanie

ezakazeia HIV,

etoksyny cholery,

ekity,

esalmonelli

o WZW typu BiC,

erotawirusy i adenowirusy,
ebakterie E. coli,

eObecnosc toksyn Clostridium
difficile w kale w przypadku
rzekomobtoniastego zapalenia
jelita grubego,

ebakterie Yersinia,

echoroby pasozytnicze,
egronkowiec ztocisty,
epateczki H. pylori .

Dodatkowo:

w diagnostyce boreliozy. W pierwszym etapie
wykonuje sie test w klasie IgG i IgM ( wynik pozytywny
graniczny i negatywny wynik testu przesiewowego
powinien by¢ zweryfikowany dodatkowymi
technikami)

w oznaczeniach markerow nowotworowych w
przypadku m.in. nowotwordw jajnika, zotgdka,
watroby i prostaty
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HIV, Human Immunodeficiency Virus, ludzki wirus nabytego zespotu uposledzenia
odpornosci, retrowirus ; wirus RNA, zawierajacy 2 nici RNA,

[Eentiwirus (grupa wiruséw powolnych, charakteryzujgcych sie diugim okresem latenciji, tj.
uspienia — czas od infekcji do pojawienia)
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W rdzeniu sg umieszczone niezbedne do wytworzenia potomnych czgstek wirusowych w procesie

replikacji. Wsrdd nich jest juz wyzej wymieniona rewertaza (a ponadto integraza i proteaza)




Genom stanowia dwie takie same nici RNA
Zawierajg one nastepujace geny:

.gag, kodujacy biatka strukturalne;

.pol, kodujacy odwrotng transkryptaze;

.gen kodujacy proteaze;

.env, kodujacy glikoproteiny ostonki lipidowe;;
.geny regulacyjne.




kontakt zakazonej krwi z krwig lub btong
Sluzowg osoby niezakazonej, np.
Zywanie tej samej igty,
lewysterylizowanych narzedzi
entystycznych itp.,

kontakt seksualny (sperma, preejakulat,
Sluz szyjkowy)

przeniesienie z matki na dziecko



Stadia zakazenia HIV

Stadium asymptomatyczne/
bezobjawowe (liczba komoérek CD4 >
500/mm?):

Stadium objawowe: (liczba komorek
CD4 w zakresie od 200 do 499/mm?)
AIDS (liczba komorek CD4 <
200/mm?):




DIAGNOSTYKA CYTOMETRYCZNA

Dzieci od 1 do 6 r. zycia > 1000/mm?
'stosunek TCD4+/TCD8+: 1,05 -1, 75
Dorosli 750 - 1500 /mm? ; stosunek
TCD4+/TCD8+:1,3—-2,6
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Zespot nabytego niedoboru odpornosci,
(Acquired Immunodeficiency Syndrome lub Acquired
Immune Deficiency Syndrome, SIDA tac. Syndroma
Immunitatis Defectus Acquisiti)

Sytuacja epidemiologiczna HIV/AIDS na
swiecie w 2020 roku wg. danych WHO:

iczba osob zyjacych z HIV — 37.9 miIn
iczba osob leczonych antyretrowirusowo — 23.3 min

iczba os6b nowo zakazonych HIV-1.7 mln

iczba zgonow zwigzanych z AIDS - 770 tys.
iczba osob, ktore zmarly z powodu AIDS od poczatku
pidemii — 32.0 min



POLSKA

Podstawowe informacje epidemiologiczne
IV 1 AIDS w Polsce — dane od poczatku epidemii
1985 r.) do 31 grudnia 2021

W potowie maja 2022 r. leczeniem
6 486 zakazonych ogétem ARV objetych byto okoto 16
815 ma AIDS 327 pacjentow. Obecnie leczenie jest
428 chorych zmarto prowadzone i finansowane w ramach
Rzgdowego programu polityKi
iecej na ten temat: www.pzh.gov.pl zdrowotnej p.n. ,Leczenie
antyretrowirusowe osob zyjgcych z
wirusem HIV w Polsce na lata 2022 —
2018 r 2026
23 656 zakazonych ogotem
3 657 na AIDS
1 408 chorych zmarto



® kontakty homoseksualne (mezczyzni) O stosowanie narkotykéw w iniekcjach B kontakty heteroseksualne

@ zakazenia wertykalne (matka-dziecko) O brak danych @ zakazenia jatrogenne

© NIZP-PZH

Zachorowania na AIDS wedtug prawdopodobnej drogi

transmisji



HAART
highly active antiretroviral therapy)




Czyli ostry zespot antyretrowirusowy - pojawia sie na 2-3
tygodnie od zakazenia, dochodzi wowczas do gwattownego
spadku ilosci limfocytow T CD4+ potgczonego z wysoka
wiremig HIV.

Faza trwa przewaznie 2-4 tygodnie i1 charakteryzuje sie
objawami grypopodobnymi.

Na tym etapie choroby nie mozna wykonacC testow
serologicznych w kierunku zakazenia HIV, gdyz ilosc
przeciwciat anty-HIV jest jeszcze zbyt niska do wykrycia.



Czas trwania przecietnie 8-10 lat.

W tym okresie pacjent nie ma zadnych
objawow klinicznych zwigzanych z
zakazeniem HIV,
nie stwierdza sie takze zadnych
nieprawidtowosci, poza wystepujgcym
W czescl przypadkow przewlektym
uogolnionym powiekszeniem weztow
chtonnych.



Nastepuje gwattowny spadek liczby komorek
uktadu odpornosciowego, liczba limfocytow T
CD4+ obniza sie do poziomu ponizej 200/uL.

Dochodzi do uposledzenia odpornosci,
Rozwijajg sie choroby charakterystyczne |
definiujgce AIDS tj.. nowotwory (m.in. miesak
Kaposiego, chtoniak Burkita) oraz infekcje
organizmow oportunistycznych



