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Reakce se znaCenymi protilatkami (véetné¢ WB)

Ondriej Zahradnicek 777 031 969
zahradnicek(@fnusa.cz ICQ 242-234-100




Co nas dnes ceka

m Budeme pokraCovat v diagnostice, zalozen¢ na
interakci antigenu (v pripadé mikrobialnich
antigenu jde o povrchovou Cast téla mikroba)

s protilatkou (1imunoglobulinem, ktery je
tvoren makroorganismem.

m Pritom muzeme prokazovat zvireci
protilatkou antigen (primy prukaz) nebo
antigenem protilatku v séru (neprimy prukaz)
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Prukaz antlgenu a antlgenm analyza

(pro pripomenuti)

m V ramci prukazu antigenu (tedy primeho
prukazu) lze jesté dale rozlisit dva podtypy:
Primy prukaz antigenu ve vzorku, naptiklad
ve vzorku mozkomiSniho moku

Antigenni analyza (identifikace) kmene,
1zolovan¢ého ze vzorku (napriklad kmene
meningokoka)

m U neprimého prukazu naopak vzdy
pracujeme se vzorkem, a to se vzorkem séra,
kde hledame protilatky
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A jesté trochu opakovéni: Interpretace

m Prukaz antigenu (vCetn¢ antigenni analyzy)
je prima metoda. Pozitivni vysledek znamena
pritomnost mikroba v téle pacienta

m Prukaz protilatek: je to nepfima metoda.
Nicmené jsou zpusoby, jak alespon
odhadnout, kdy priblizn€ se mikrob s t€lem
pacienta setkal:

Mnozstvi protilatek (titr) a hlavn¢ jeho zména
Trida protilatek: [gM/IgG

Avidita protilatek — sila vazby na antigen
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J ak tyto 1nformacé uZJlStlt

m Cerstva infekce: velké mnozZstvi protilatek,
prevazn¢ tiidy IgM, pripadné 1 IgA

m Pacient po prodélané infekci: mala mnozstvi
protilatek, hlavné IgG (1munologicka pamét))
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Vzestipya Q@Q@@®E
poklesy titru

W

*Titr — nejvyssi fedéni, kde je pozitivni reakce.

*Mame-li dvé rady, je titrem nejvySssi fedéni z obou
fad dohromady.

*Pr1 pouziti geometricke rady znamena
*vzestup/pokles titru o jeden dulek dvojnasobny
vzestup pokles.

*vzestup/pokles o n dilku je pak vzestup/pokles
2"nasobny.




ProC nestaci samotny titr

Nékdy se stane, ze malo Velmi reaktivni pacient

- reaktivni pacient ma 1

v akutni fazi titr dosti

‘nizky

ma naopak 1 dlouho po
infekcr titr relativné
vysoky
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Parova a nepérové séra

m Parova séra = prvni vzorek je uchovavan
v lednicCce, dokud neprijde 1 druhy. Pak jsou
oba hodnoceny naraz. CtyiFnasobny vzestup se
v tom pripad¢é ma za signifikantni pro akutni
infekci. Bohuzel parova seéra nejsou bézna.

m Séra nejsou parova (druhy vzorek je vySetien
zvlast): zvétsuje se riziko nahodne, chyby,
proto zpravidla vyzadujeme osminasobny

vzestup titru. Tyto udaje jsou vSak pouze
orientacCni a 1181 se pripad od pripadu.




Porad musite mit na paméti:

m Veskere ,,srandiCky* typu titry, tiidy
protilatek, zjisStovani avidity, slouzi
k odliSeni akutni infekce, chronické infekce
a stavu po davno prodélan¢ infekci. Tykaji
se ovSem pouze neprimého prukazu!

m Primy prukaz totiz primo prokazuje v téle
pacienta ¢ast patogenova organismu. Neni
tedy nutn¢ zadn¢ dalSi upresnéni
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Typy serologlckych reakci a
jejich zpusoby vyuziti
Prukaz Antigenni | Neprimy
antigenu analyza |prukaz
Aglutinace obcas casto nckdy
Precipitace malokdy malokdy |obcas
KFR casto (viry) |ne casto (viry)
Neutralizace obcas ne casto
Znacené slozky | velmi Casto |vyjimecné |velmi Casto
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1 Komplementﬁxace (KFR)

m Komplement = slozka imunitni reakce

m Pro KFR pouzivame morceci komplement.
Pacientuv komplement je pred reakci
inaktivovan

m Komplement neni schopen vazat se na
samotny antigen

m Komplement neni schopen vazat se na
samotnou protilatku

m Komplement je schopen vazat se pouze na
KOMPLEX obou




Komplement — na co se vaze:

s KOMPLEMENT + POUHY ANTIGEN:
nevaze se

s KOPMLEMENT + PROTILATKA:
nevaze se

s KOMPLEMENT + KOMPEX
ANTIGENU S PROTILATKOU:

vazba
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Princip komplementﬁxace

m Komplement se tedy vaze na komplex
antigen-protilatka (nezustava zadny volny
komplement) To ale samo o sob¢ neni vidét.

m Proto pouzivame jesté tzv. indikatorovy
komplex — berani erytrocyty + kralici
protilatky proti nim. V pfipadé¢, Ze se na zbyl
volny komplement, navaze se na
indikatorovy systém a dojde k hemolyze




Amboceptor = krdlici protildatka proti beranim erytrocytum

Berani ery + amboceptor bez komplementu
—> neni hemolyza (chybi komplement)

Berani ery + komplement bez amboceptoru
—> neni hemolyza (chybi protilatky)

Berani ery + komplement + amboceptor -
hemolyza (vSechny slozky pritomneé)
Krali¢i ery + komplement + amboceptor =2
neni hemolyza (chybi ,.,ten spravny* antigen)
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Princip KFR (negativni, pozmvm) Yt

antigen
antibody

P—

NO HEMOLYSIS | HEMOLYSIS  [Jeraniehy
NENI HEMOLYZA | HEMOLYZA D

amboceptor
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m PiiliS§ mnoho komplementu - faleSna
negativita. Co délat? Titrovat komplement
(viz dalSi obrazovka)

m Ncktera slozka s€ra sama o sob¢ vyvazuje
komplement (slozka antikomplementarity):
faleSn€ pozitivni vysledky. Co délat?
Provest test antikomplementarity. Je to
vlastné ,,skoro normalné‘ provedena reakce,
ovSem bez antigenu




Titrace komplementu

m Pro reakci potrebujeme mnozstvi
morceciho komplementu, kter¢ neni moc
velke an1 malée.

m Proto zjistujeme, jaké mnozstvi

komplementu hemolyzuje pracovni

jednotku krvinek s amboceptorem

(hemolyticka jednotka)




antibody

protilatka

NO HEMOLYSIS | HEMOLYSIS berani ery
NENI HEMOLYZA HEMOLYZA ]"

amboceptor
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m KFR 1ze pouzit pro diagnostiku mnoha,
zejmena virovych infekci

m Jako 1 jin¢ serologicke reakce se KFR
pouziva k prukazu antigenu Ci protilatky

m Castdjsi je ale prikaz protilatky, proto se
jim budeme zabyvat vic

m Berme to tedy tak, Ze mame laboratorni

antigen, ktery konfrontujeme se sérem
pacienta (kde hledame protilatky)




2. Neutralizace

Klasicke, ale stale pouzivane reakce

Napodobuyji prirozenou funkci protilatek
(protilatky blokuji cytopaticky ¢i
.erytrocytopaticky* efekt viru €1 toxinu)
Hodi se jen u nékterych infekci (virove
infekce, infekce toxickymi bakteriemi)

Princip je jednodussi nez u KFR
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NeutralizaCni reakce: obecny princip

m Protilatky funguji n¢kolika zpusoby. Jeden
z nich je prima neutralizace.

m Tento zpusob se ziidka vidi u celych
bakterii. Pozorujeme ho u viru nebo
bakterialnich toxinu

Nicmené nekdy protilatky neutralizuji i urcitou
charakteristiku cele bakterie, napr. pohyblivost
Treponema pallidum u tzv. Nelsonova testu

(TPIT).




¥ BTy e
x 5T

Neutrahzace schematlcky
m Protilatka (Ig) brani efektu toxinu/viru na

bunku / krvinku

m Priklad: ASLO (Toxin = streptolyzin O, Ig
= antistreptolyzin O, krvinka)

'A% TOXIN
L . ) (VIRUS)

' (VIRUS)

i KRVINKA




Priklady neutralizaCnich reakci

Piklad  Neutralizovan

Objekt

RGEL

1 Toxin bakterie | Erytrocyt ASLO
(hemolyzin) hemolyza
9) Virus Erytrocyt HIT
shlukovani
3 Virus Bunka efekt | \VVNT
metabolicky
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m Protilatka (ANTISTREPTOLYZIN O) blokuje
hemolyticky efekt toxinu (streptolyzinu O) na
krvinku.

m ASLO neni neprimy prukaz, prestoze hledame
protilatky. Nepatrame tu po patogenovi, urCujeme
samotn¢ protilatky, jeZ mohou byt nebezpecné

m U ASLO neuzivame geometrickou radu. Hodnoty
fedéni jsou specialni.

m Titr nad cca 250 znamena moznost autoimunitni
odpovedi
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Proc se dela ASLO

m Pomoci testu ASLO zjistite, zda je pritomna
normalni protilatkova odpovéd’, nebo premrsténa
automimunita s rizikem vyvoje glomerulonefritidy
nebo revmatické horecky

m Test ASLO se provadi zpravidla po prodélané
streptokokové infekci. Prukazem protilatky se
nesnazime prokazat infekci (o t€ vime), ale zjistit,
zda dochazi k vyvoj1 autoimunity. Nejde tedy
vlastné o nepiimy prukaz, prestoze prokazujeme
protilatky.




ASLO:
princip

Paositrva reaction:
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m Panel se odecita nalezato. Prvni fadek prvniho panelu je
pozitivni kontrola, dale ma kazdy pacient jeden radek

m Ne¢jvyssi fedéni se zabranou hemolyzy (pozitivni reakce,
projevi se sedimentaci erytrocytu) je titr

m Titry cca 225 — 270 jsou hrani¢ni, vyssi jsou pozitivni,
ni1zs8i jsou negativni. Uplna absence protilatek znamena,
Ze se pacient se streptokokovou infekci nesetkal

|20 ) ) | R
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m HemaglutinaCn€ Inhibicni Test

m Pozor, tohle NENI aglutinace, je to druh
neutralizace!

m Protilatka neutralizuje virové shlukovani
krvinek (in vitro vlastnost vétSiny virt)

m Pozivitni reakce = zabrana virového shluknuti
- erytrocyty klesaji na dno dilku

m Negativni reakce = viry se shluknou
m Vypada to jako hemaglutinace naruby
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m Virus Neutralizacni Test

m Viry Ize péstovat na bunécnych kulturach.
Jsou to bunécn¢ linie vétSinou embryonalnich ¢i
nadorovych bunck

m Bunécna kultura byva poskozena uCinkem
virt. Skodu miizeme pozorovat napf. jako
zménu morfologie bunck v kulture
zménu metabolismu - zména pH - zména
zbarveni v dulku (pi1 pouziti indikatoru)

m Jsou-li pritomny protilatky, mohou tomuto
vlivu na bunky zabranit
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3. Reakce se znaCenymu slozkami

m Moderni reakce, ¢im dal vice pouzivané
m Pouzivaji se k prukazu protilatek 1 antigenu
m Na rozdil od vSech ostatnich umoznuji

selektivni detekci ruznych trid protilatek
proti danému antigenu

m Patfi sem imunofluorescence, reakce RIA,
reakce ELISA a Western blotting




Prub¢h protilatkove
odpovédi z hlediska trid Ig

m Protilatky IgM se tvori jako prvni, ale také
jako prvni mizi. Neprochazeji placentou, jejich
prukaz u novorozence je tedy svédectvim jeho
infekce

m Protilatky IgG se tvori pozdéjr a zustavaji jako
pamétove pritomny dlouhodobé. Prochazeji
placentou

(novorozenec je tedy
muze mit od matky)




Protlla ky ostatmch i

m Protilat Ky tridy IgA se u nékterych infekci
vysetiuji misto protilatek IgM. Tato trida se
uplatiiuje hlavné€ u slizni¢ni imunity, a tedy u
infekci, kde branou vstupu je sliznice
(naptiklad gastrointestinalni)

m Protilatky tridy IgE se vyskytuji u alergii.
Zpravidla se vSak nestanovuji specificke IgE
proti né¢jakému patogenovi

m S protilatkami IgD se v mikrobiologii
nepracuje
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Reakce Se znacenyml slozkaml

m Na povrch se postupné navazuji jednotlive
slozky

m Misto jedné ze slozek se pokusime navazat
vzorek od pacienta, o kterém s1 myslime, ze
danou slozku mozna obsahuje

m Je-li to pravda, slozka se navaze
m Pokud se vSechny slozky postupné navazou,
vznikne nepieruseny retézec

m Na konci retézce je vhodne znacidlo
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Promyti a jeho vyznam

m Pokud by v reakci zustalo pfitomno 1 to, co
se na nic nenavazalo, nedokazali bychom
odlisit pozitivni reakci od negativni

m Proto po kazdém kroku reakce nasleduje
promyti, po kteréem zustanou pritomny
pouze slozky navazane na pevny povrch

m Je-li fetézec prerusen, odplavi promyti vse
za mistem preruseni
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Prubéh pozitivni rea (CE (sde mosmost s¢

trem1 slozkami — mohou ale take byt jen dv¢)

| Znacidlo,
| které je
§§nakonec .
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Prvni slozka




S S X

o e e TR T L

: q'\-\.'\-\.l-\.\, et S -\."'h.\,
e ;

e s e W

S e

Prubeh negatlvm reakce (mozmost se

trem1 slozkami)
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Promyti — Prvni slozka
odplavi treti
slozku i se
znacCidlem

povrch
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Typy znacidel

m Fluorescencni barvivo je znacidlem u
imunofluorescence

m Radioizotop je znacidlem u reakce RIA
m Enzym je znacCidlem u reakce ELISA

Western blotting je zvlastnim pripadem reakce
ELISA, kde jednotlive antigeny jsou
elektroforeticky rozdéleny

Pouzivame-li jako znacidlo enzym, je posledni
sloZzkou pridanou do reakce jeste prislusny
substrat — tedy jeden krok navic.
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Moznosti uspofédéni sloiek
modie vzdy slozka pochazejici ze vzorku
ziskaného od pacienta

m Povrc

m Povrc
prukaz HBsAg)

napr.

m Povrc

m Povrc

-antigen-protilatka-znacidlo (P)
h-protilatka-antigen-protilatka-znacidlo (P,

n-antigen-protilatka-antigen-znacidlo (N)

n-antigen-protilatka-konjugat-znacidlo (N)

Konjugat je protilatka namirena proti lidske
protilatce




m Konjugat se pouziva zpravidla u reakci
nepiimeho prukazu (prukaz protilatek)

m Je to protilatka, pro kterou je antigenem
lidska protilatka napt. IgM nebo IgG

m Dokaze byt selektivni prot1 urcite trid¢ lidske
protilatky

m Pouziti konjugatu je tedy podstatou moznosti

selektivniho prukazu jednotlivych trid
protilatek
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Priklad reakce ELIS
detekci protilatky

VSimnéte s1 pouzitého konjugatu anti-IgM. Ten bude
reagovat vZdy jen s protilatkou IgM. Bude-l1 pfitomna
protilatka proti prisluSnému antigenu, avsak tridy IgG,
nebude s ni konjugat reagovat.
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Prima a
neprima
imunofluorescence
vypadaji stejné

a3

Prima imunofluorescence
m (Povrch)-(antigen)-(znaCena protilatka)
Neprima imunofluorescence

m (Povrch)-(antigen)-(protilatka)-(znacena
protilatka proti lidske protilatce)
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ELISA procC je tak obhbena

m U reakce ELISA je na konci celeho procesu
enzymaticka reakce. Jeji intenzita se
projevi jednoduse: intenzitou zbarveni
v dulku, kde reakce probiha. Syta barva =
vysoce pozitivni.

m NenaroCnost z hlediska nakladua a nulové
radiacni nebezpeci je vyhodou oproti
radioimunoassayim

m MoZnost automatizace je velkou vyhodou
oproti imunofluorescenci




ELISA praktlcke provedem

m Zpravidla mame k dispozici desticku
s jamkami. Na rozdil od klasickych
serologickych reakci ma kazdy pacient nikol
cely radek, ale jen jeden dulek. To proto, ze
nezjiStujeme titry
m Pred vlastnimi dulky pacientu byva (jak kdy!)
Bl — blank (pro kalibraci spektrofotometru)
K- a K+ — pozitivni a negativni kontrola

Cut off (dva ¢i1 ti1 dulky) — vyrobcem dodané
,,vzorky* s pravé hrani¢ni hodnotou absorbance
(,,odsekavaji* pozitiv. vysledky)
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ELISA ukazka (WWW. medmlcro 1nf0) i

-




m Nazev — slovni hiicka (badatel Southern)

m Prakticky je to ELISA, ale sm¢s antigenu je
rozdélena elektroforeticky na jednotlive
antigenni determinanty

m Je tedy presné€jsi a pomaha zeyména tam,
kde klasicka ELISA troskota na zktizen¢
pozitivité napt. pribuznych mikroorganismu




Western blot — vzhled

(obrazek z www.medmicro.info)
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PlySovy
streptokok




