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Uvod

Imunoanalytické metody hraji dalezitou roli pti de-
tekei protilatek proti riznym virovym patogentim v klinic-
kych a biologickych vzorcich'. Nejb&zngjiim dostupnym
analytickym a biochemickym zptisobem detekce protilatek
je enzymovéa imunoanalyza (ELISA, zangl. enzyme-
linked immunosorbent assay), pfi které se enzymy pouzi-
vaji jako znacky pro detekci cilovych molekul, jez v rozto-
ku se substritem poskytuji méfitelny signal®”, nejcastéji
spektrofotometricky. Nevyhodu pouziti enzymi je pokles
jejich enzymatické aktivity s ¢asem (na 70 az 50 %). Kro-
meé toho musi byt enzymy skladovany pouze pii nizkych
teplotach nebo v konzervacnich roztocich, coz vyzaduje
pravidelné kontrolovani jejich Gcinnosti a Castou a rutinni
validaci testovacich systémi ELISA (cit.®).

Z vyse uvedenych diivodi roste v poslednich desetile-
tich zajem o vyvoj elektrochemickych imunosenzoru, pte-
devsim vzhledem k jejich vysoké citlivosti, relativné niz-
kym pofizovacim a provoznim néakladiim a moznostem
jejich miniaturizace’'!. Elektrochemické imunosenzory
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méii intenzitu elektrického signélu, ktery ptimo ¢i neptimo
poskytuji produkty interakei mezi protilatkou a antigenem,
a tim kombinuji specificitu imunochemické reakce s vyho-
dami elektrochemické detekce. V zavislosti na zvolené
detekéni technice se pak méfi elektricka vodivost, elektric-
ky proud, elektrodovy potencial, elektricka kapacita nebo
elektrickd impedance'*".

Nejcastéji vyuzivané elektrochemické imunosenzory
jsou zalozeny na kovovych nanocésticich (napf. zlatych,
stiibrnych, médénych) pouzitych jako znacky pro elektro-
chemickou detekci cilovych biomolekul'*'®. Ve vét§ing
publikaci zaméfenych na elektrochemickou detekci biomo-
lekul byly pouzity stiibrné nanocastice (AgNP, z angl.
silver nanoparticle)'>™” vzhledem k celé fadé vyhod, od
snadné piipravy pies dobie prostudované vlastnosti az po
znalost jejich chovani pifi téchto stanovenich. Proto
ivnasem pfipadé byly vybrany AgNP pravé vzhledem
k jejich relativné jednoduché piipravé a jasné definované-
mu voltametrickému signalu poskytovanému ionty stiibra
uvolnénymi z AgNP.

Tato prace je zaméfena na stanoveni protilatek proti
viru klistové encefalitidy (KE), ktery je ptivodcem lidské
virové infekce centralniho nervového systému (CNS)
v endemickych oblastech Evropy a Asie'®. Nejéastsji se
tato nemoc projevuje horeckou, bolesti hlavy a zachvaty.
Dalsimi projevy mohou byt fokalni neurologicky deficit
akéma'®. Je proto nutné onemocnéni diagnostikovat co
nejdiive, aby se v€as zahajila 1écba. Infekce virem KE
zpusobuje imunitni reakci bunck lidského téla, a v disled-
ku toho zagina produkce protilatek proti KE?, coz lze
vyuzit ke véasné diagnoze tohoto onemocnéni.

Cilem této prace bylo testovani a porovnani dvou
imunoanalytickych metod — enzymové imunoanalyzy
(ELISA) a voltametrické imunoanalyzy — pro detekci pro-
tilatek proti viru KE v modelovych vodnych prostiedich
a aplikace ziskanych poznatkil na stanoveni protilatek proti
viru KE v lidském krevnim séru.
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Experimentalni ¢ast
Enzymova imunoanalyza

Byla pouzita komer¢ni sada anti-TBEV (z angl. tick-
borne encephalitis virus — virus klistové encefalitidy) ELISA
,,Vienna“ IgG (Vector-Best, Novosibirsk, Rusko). Imobili-
zace biologického materidlu byla provedena v jamkach
mikrotitraénich destiéek potazenych antigenem viru KE.
Béhem prvni faze (obr. 1, krok 1) bylo na mikrotitra¢ni
desticku  davkovano 100 pl specifickych protilatek
(Vector-Best) o rizné koncentraci: 100, 400, 800, 1200
a 1600 IU ml™". Imobilizace probihala 1 h pii teploté 37 °C.
Po trojnasobném promyti desti¢ky promyvacim roztokem
fosfatového pufru (0,1 M, pH 7,4) obsahujicim 0,05 %
Tween 20 bylo do vsech jamek desticky davkovano 100 ul
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Obr. 1. Schematické znazornéni dvou pristupii pro detekci protilatek proti viru klist'ové encefalitidy (KE). (HRP — kienova
peroxidasa, TMB — 3,3',5,5"-tetramethylbenzidin, A4so — absorbance pfi 450 nm, J, — proud anodického voltametrického piku elementarni-

ho stiibra, ¢ — koncentrace specifickych protilatek proti viru KE)

konjugatu (protilatky proti viru KE znacené kienovou
peroxidasou (HRP), obr. 1, krok 2a). Reakce probihala 1 h
pti 37 °C a nenavazany konjugat byl vymyt tfikrat 300 pl
promyvaciho roztoku. Nésledné bylo do vSech jamek des-
ticky aplikovano 100 ul  0,1IM  3,3',5,5'-tetramethyl-
benzidinu (TMB) s obsahem peroxidu vodiku (0,01 %)
a desticka byla inkubovéana 30 min pfi teploté 25 °C.

Reakce byla zastavena pridavkem 0,1M H,SO,. Ba-
revna zména byla sledovana spektrofotometricky v jam-
kéach mikrotitra¢ni desticky pomoci analyzatoru Multiskan
FC Microplate Photometer (Thermo Scientific, USA) pfi
vinové délce 450 nm proti deionizované vodé jako blanku.
Z namétenych hodnot absorbance standardii o rznych
koncentracich byla sestrojena kalibrac¢ni zavislost, ze které
byla odectena koncentrace protilatek ve vzorku krve. Cel-
kovy ¢as enzymové imunoanalyzy byl 3 h, pfiéemz Cas
koncové analyzy (neimunologické Casti analytické proce-
dury) byl 30 min.

Voltametrickd imunoanalyza

Schematické znazornéni tohoto pfistupu je ukazano
na obr. 1 (krok 2b), pfi¢emz uvedeny detekéni princip je
zalozen na méfeni voltametrického signalu stfibra — elek-
trochemické rozpousténi elementdrniho stiibra za pomoci
anodické rozpoustéci voltametrie s linearnim nartstem
potencialu (LSASV, z angl. linear sweep anodic stripping
voltammetry) uvoliiovaného z konjugatu obsahujiciho
AgNP s protilatkami (Ab, zangl. antibody) proti KE
(Abs@AgNP).

Konjugat Abs@AgNP byl ptipraven nasledujicim
postupem: nejprve byly syntetizovany AgNP redukci
AgNO; tetrahydridoboritanem sodnym podle postupu po-
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psaného v praci’'; dale bylo 5 ml roztoku AgNP centrifu-
govano pii 15 000 otagek min™' (pii 4 °C) po dobu 10 min;
po odstfedéni byl pouzit fosfatovy pufr (2 ml, 0,1 M,
pH 7,4) obsahujici rozstépené protilatky proti viru KE
(10 pgml™) k resuspendovani pelety AgNP (protilatky
proti viru KE byly rozstépené podle metody Grega T. Her-
mansona®?).

Pro detekei protilatek proti viru KE bylo do kazdé
jamky pfidano 0,3 ml 1M HNOs, aby se rozpustily AgNP
z konjugatu Abs@AgNP (obr. 1, krok 2b). Poté byly vzor-
ky obsahujici stfibrné ionty ptfeneseny do 7 ml 0,5M
KNOs;. Uvolnéné stiibrné ionty byly nasledné stanovovany
pomoci LSASV. Méteni bylo provadéno v tiielektrodovém
systému, kde pracovni elektrodou byla grafitova kompozit-
ni elektroda (GE), vyrobena spole¢nosti UMX (Tomsk,
Rusko). TycCinky ze spektralniho grafitu o priméru 5 mm
byly impregnovany roztavenym parafinem (bod tani 58 az
60 °C, Fluka, Seelze, Némecko) za sniZzeného tlaku. Po-
vrch elektrody byl regenerovan mechanickym leSténim
o filtrani papir. Jako referentni elektroda byla pouzita
argentchloridova elektroda (IM KCl) a jako pomocna
elektroda platinova dratkova elektroda. VSechna voltamet-
rickd méfeni byla provadéna pomoci analyzatoru TALab
(Tomanalyt LLC, Tomsk, Rusko) s pouzitim softwaru
dodaného vyrobcem. Stanoveni stfibrnych ionti uvolné-
nych zkonjugitu Abs@AgNP pomoci LSASV na GE
s akumula¢nim potencidlem —0,8 V a akumulacnim ¢asem
60 s bylo provedena v roztoku elektrolytu obsahujicim
0,04M HNO; a 0,5M KNO; v potencialovém rozmezi —0,2
az +0,6 V s rychlosti polarizace 100 mV s'. Celkovy &as
elektrochemické imunoanalyzy byl 2 h 45 min a dil¢i Cas
koncové voltametrické analyzy (neimunologické casti
analytické procedury) byl 15 min.



Chem. Listy /74, 618—622 (2020)

Analyza lidského krevniho séra

Pro aplikaci téchto dvou imunoanalytickych metod
v biologickych tekutindch bylo k 0,09 ml 0,1M fosfatové-
ho pufru (pH 7,4) s obsahem protilatek proti viru KE (800
a 1600 IU ml™") ptidano 0,01 ml vzorku krevniho séra
zdravych dobrovolniku.

Vysledky a diskuse

Cilem této prace bylo porovnani vysledkil spektrofo-
tometrického stanoveni (enzymova imunoanalyza) a elek-
trochemického stanoveni (voltametrickd imunoanalyza)
specifickych protilatek proti viru KE za pouziti komercné
dostupné sady anti-TBEV IgG ELISA (Vector-Best). Pro
zjiStovani pfitomnosti protilatek byl vybran nepiimy ne-
kompetitivni format analyzy.

Nejprve byly testovany rizné koncentrace protilatek
proti viru KE (o koncentracich 100-1600 IU ml™")
z komerc¢ni sady anti-TBEV IgG ELISA, kde bylo pomoci
specifického konjugatu znaceného kfenovou peroxidasou
provadéno spektrofotometrické stanoveni imobilizovanych
protilatek. Tato komer¢ni sada neobsahovala nulovou kon-
centraci protilatky. Méfeni absorbance vzorku pfi vinové
délce 450 nm (postup udavany vyrobcem sady anti-TBEV
IgG ELISA) bylo pro kazdou koncentraci vzdy pétkrat
opakovano a pro konstrukei kalibraéni pfimky byl zvolen
median z téchto ziskanych hodnot absorbance. Pfislusna
kalibracni zavislost je uvedena na obr. 2. K proloZeni ex-
perimentalnich bodt byla pouzita jednodussi linearni re-
grese doporucovana vyrobci komeréni sady anti-TBEV
vané polynomické regrese vedlo ke srovnatelnym vysled-
kam.

Z naméfenych hodnot absorbance pti 450 nm bylo
poté mozné po dosazeni do regresni rovnice y = 1,864x +
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Obr. 2. Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni protilatek proti viru
KE metodou enzymové imunoanalyzy (ELISA) se spektrofo-
tometrickou koncovkou. Spektrofotometricka detekce probihala
v jamkach mikrotitracni desticky pfi vinové délce 450 nm proti
deionizované vod¢ jako blanku; vloZena je rovnice regresni prim-
ky s uvedenym koeficientem determinace (+?); chybové usecky
jsou zkonstruovany na hladiné vyznamnosti a = 0,05 (n = 5)
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0,338 (+* = 0,9730) stanovit mnozstvi protilatek proti viru
KE v lidském krevnim séru. Pro jednoduchost a vzhledem
k charakteru pozadované informace nejsou v regresnich
rovnicich uvadény rozméry zavisle a nezavisle promén-
nych a pfislusnych Usekil a smérnic a jejich intervalll spo-
lehlivosti. Jak jiz bylo uvedeno, kalibra¢ni zavislost byla
sestrojena pomoci komer¢ni sady s riznym obsahem proti-
latek, ktera neobsahovala nulovou koncentraci. Nenulova
hodnota tiseku na obr. 2 i obr. 3 souvisi s ur¢itou absorban-
ci ¢i surcitym elektrochemickym signalem samotného
slepého pokusu. Mez detekce (LOD = 3s/b, kde s je sméro-
datnd odchylka signalu slepého vzorku a b je smérnice
kalibra¢ni piimky) ¢inila 30 TU ml ™.

Poté bylo provedeno elektrochemické stanoveni proti-
latek proti viru KE, pfi kterém byl pouzit konjugat se stii-
brnymi nanocasticemi Abs@AgNP jako rozpoznavaci pr-
vek. Tento konjugat byl pfipraven metodou popsanou
v Experimentalni ¢asti. Voltametrickd detekce byla zaloze-
na na rozpusSténi navdzaného Abs@AgNP v 0,3 ml IM
HNO; v jamkach mikrotitraéni desticky bé¢hem 15 min
a nasledném stanoveni uvolnénych iontl stiibra technikou
LSASV na GE s nasledujicimi parametry: zakladni elek-
trolyt 0,04M HNO; a 0,5M KNOs, rozsah potencialti —0,2
az +0,6 V, rychlost polarizace 100 mV s™! akumuladni
potencial —0,8 V a akumula¢ni ¢as 60 s. LSASV umoziuje
dosazeni dostatecné nizké LOD. Pti dalSim vyvoji metody
se pocita i s vyuzitim diferencni pulzni anodické rozpous-
téci voltametrie a s pfimym stanovenim uvolnénych iontd
stiibra v jamkach mikrotitraéni destiCky pomoci miniaturi-
zované pracovni elektrody bez jejich prenosu do voltamet-
rické nadobky. Pfi konstrukci kalibra¢ni zavislosti byla
odecCtena absolutni hodnota proudu stfibrnych iontd pii
kontrolnich experimentech.

Pro ovéfeni vyuzitelnosti voltametrické imunoanalyzy
vyuzivajici vznik konjugatu Abs@AgNP bylo provede-
no pét nezavislych stanoveni pro kazdou koncentraci
protilatek proti viru KE (zvolené koncentraéni rozmezi
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Obr. 3. Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni protilitek proti viru
KE metodou voltametrické imunoanalyzy. Hodnota proudu
piku (/) pfi LSASV na GE byla odectena pfi potencidlu piku
leziciho v rozmezi od +0,20 do +0,25 V; vloZena je rovnice re-
gresni ptimky s uvedenym koeficientem determinace (+%); chybo-
vé usecky jsou zkonstruovany na hladiné vyznamnosti a = 0,05
(n=3)
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Tabulka I
Porovnani obou imunoanalytickych pfistupt pro stanoveni protilatek proti viru KE v lidském krevnim séru (n = 5)
Metoda Koncentrace protilatek [IU ml™'] Variacni Vytéznost
piidéano nalezeno koeficient* [%0]
(7]
ELISA 800 840+ 18 2,15 105
1600 1625 £ 25 1,53 102
Voltametrickd imunoanalyza 800 808 £ 19 2,35 101
1600 1558 £41 2,63 97

*Varia¢ni koeficient byva téZ ozna¢ovan jako relativni smérodatna odchylka (s;)

100-1600 IU ml™") z komeréni sady anti-TBEV IgG ELISA
(Vector-Best). Odpovidajici kalibracni zavislost je zobra-
zena na obr. 3.

Zavislost proudu piku (/,) na koncentraci protilatek
proti viru KE je linearni v rozmezi 100-1600 TU ml™', coz
odpovida stejnému linearnimu koncentra¢nimu rozsahu
jako u metody ELISA. Mez detekce pro voltametrickou
imunoanalyzu (LOD = 3s/b, kde s je smérodatna odchylka
signalu slepého vzorku a b je smérnice kalibraéni ptimky)
ginila 90 TU ml™".

Praktickd vyuzitelnost obou imunoanalytickych pii-
stupll byla ovéfena stanovenim mnozstvi protilatek proti
viru KE v lidském krevnim séru. Vysledky stanoveni jsou
shrnuty v tab. I. Pro ovéfeni spravnosti obou testll byla
provedena verifikace pomoci uréeni vytéznosti metod,
ktera je vyjadiena jako pomér nalezené a pridané koncen-
trace protilatek proti viru KE v lidském krevnim séru. Zis-
kané vysledky jasné ukazuji, ze hodnoty koncentraci proti-
latek proti viru KE stanovené pomoci spektrofotometrické
a voltametrické detekéni koncovky odpovidaji hodnotdm
pfidanych koncentraci k lidskému krevnimu séru a nejsou
statisticky odli$né na hladiné vyznamnosti 0,05.

Zavér

Na zakladé dosazenych vysledku 1ze konstatovat, ze
ob¢é metody byly uspésné pouzity pro kontrolu mnozstvi
protilatek proti viru KE vlidském krevnim séru
a poskytovaly vysledky, které nejsou statisticky odli§né na
hladiné vyznamnosti 0,05. Hodnota varia¢niho koeficientu
byla ve vSech pfipadech mensi nez 5 %. ELISA je poné-
kud citlivéjsi ve srovnani s elektrochemickou imunoanaly-
zou a poskytuje niz8i mez detekce. Hlavni vyhodou volta-
metrické analyzy je zkraceni Casu koncové analyzy
(neimunologické ¢asti analytické procedury) z 30 min
u enzymatické imunoanalyzy na 15 min u voltametrické
imunoanalyzy. Kromé toho ELISA vyzaduje relativné
drahé vybaveni a zvySenou spotiebu chemickych cinidel
ve srovnani s voltametrickym pfistupem, ktery tak mize
byt pouzit jako vhodna alternativa pro metodu ELISA pti
stanoveni protilatek proti viru KE.
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various viral pathogens in biological fluids. Among a wide
range of viral pathogens, tick-borne encephalitis virus
(TBEV) attracts a special attention. This work reports
acomparison between two bioanalytical methods
(enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and volt-
ammetric immunoassay) to determine antibodies to TBEV
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in a human blood serum. In these assays, the detected mo-
lecule binds to the conjugate which is labelled with enzyme
(in ELISA) or silver nanoparticles (in voltammetric immuno-
assay). In the ELISA, the signal corresponding to a colour-
producing substrate (3,3',5,5'-tetramethylbenzidine)
through an enzymatic reaction is detected using a spectro-
photometer at a wavelength of 450 nm. In the electro-
chemical immunoassay, the signal is read by the linear
sweep anodic stripping voltammetry (LSASV) of silver
ions (through the electrochemical stripping of accumulated
elemental silver) on a graphite composite electrode. The
results of both measurements demonstrated that signals
increased with the increasing concentration of the target
antibodies to TBEV within the range from 100 to 1600
IUmL"'. Detection limits for ELISA and voltammetric
assay were 30 and 90 IU mL, respectively. The practical
application of both immunoanalytical approaches has been
verified by determining the amount of antibodies to TBEV
in the human blood serum. The obtained results clearly
showed an excellent agreement between the detected con-
centration values of antibodies to TBEV obtained by the
electrochemical method and by the standard ELISA method.

Keywords: ELISA, immunosensor, electrochemistry, bio-
analytical methods, antibodies, tick-borne encephalitis
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