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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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Prubeh protllatkove odpoved1

. se tvofi jako prvni, ale take
jako prvni mizi. Neprochazeji placentou,
jejich prukaz u novorozence je svédectvim
jeho infekce

o se tvori pozdéj a zustavayi
jako pamétove pritomny dlouhodobé.
Prochazeji placentou

(novorozenec je
tedy muze mit
od matky)




Protllatky ostatmch i

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

m Protilatky tridy [gE se vyskytuji u alergii a
infestaci Cervy. Zpravidla se vSak
nestanovuji specifické IgE proti n¢jakému
patogenovi

m S protilatkami IgD se v mikrobiologii
nepracuje
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slozkami
m Na povrch se postupné navazuji jednotlive
slozky

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

Je-11 to pravda, slozka se navaze

Pokud se vSechny slozky postupné navazou,
vznikne nepreruseny retézec

m Na konci retézee je vhodné znacidlo




Promyti a jeho
vyznam

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

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

Je-11 retézec prerusen, odplavi promyti vse za
mistem preruseni




"E'-'H‘:—f;%.x
& b 15 G Ve

L

AT L LN i ?
- Li : _.....\, S, : .--:-_:.\. :?‘ '%
" gy - g
E -'1' i
- ; =L s ﬁ%ﬁ'ﬂ?—'ﬂﬂ "’E“':.d"’
i 7 b

Prubeh pozmvm reakce (moZnost se

tremi slozkami —

povrch
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slozkami)

Dulezité je promyti po
————e YA S e U

Odstrani vSe, co neni
navazano, tedy
nakonec i znacidlo.
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povrch




Prubeh negatlvm reakce (moznost se treml
slozkami)
Po promyti ziistava
navazana pouze prvni
slozka.

L %’i

povrch




Typy znacidel

m Fluorescencni barvivo je znacidlem u
imunofluorescence

m Radioizotop je znaCidlem u reakce RIA

m [nzym je znaCidlem u reakce ELISA

Western blotting je zvlaStnim pfipadem
reakce ELISA, kde jednotlivé antigeny jsou
elektroforeticky rozdéleny

Pouzivame-li jako znacidlo enzym, je posledni
sloZkou pridanou do reakce jeste prislusny
substrat — tedy jeden krok navic.




ELISA proc Je tak obhbena

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

m NenaroCnost z hlediska nakladu a nulove
radiacni nebezpeci je vyhodou oproti
radioimunoassayim

m MozZnost automatizace je velkou vyhodou
oproti imunofluorescenci




ELIS;A; Hpﬁraktlckve prévedém

m Zpravidla mame k dispozici desticku s jamkami. Na rozdil
od klasickych serologickych reakci ma kazdy pacient nikoli
cely radek, ale jen jeden dulek. To proto, ze nezjisStujeme
titry

m Pied vlastnimi dulky pacientit mohou byt dulky:
Bl — blank (pro kalibraci spektrofotometru)
K- a K+ — pozitivni a negativni kontrola

Cut off (dva ¢1 ti1 dulky) — vyrobcem dodané ,,vzorky* s praveé
hrani¢ni hodnotou absorbance (,,odsekavaji* pozitivni vysledky
bud’ ostie, nebo s rozmezim plus minus 10 %)
Vzdy zalezi na konkrétni reakci ELISA a jejim provedeni.
Nékdy chybi blank, nekdy neni cut off primo obsazen
v desticce, ale pocita se jako prumer negativnich kontrol +
konstanta.




ELISA — ukazka

(www.medmicro.info)
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m Nazev —slovni hricka (badatel Southern)

m Prakticky je to ELISA, ale smés antigenu je
rozdelena elektroforeticky na jednotlivé
antigenni determinanty

m Je tedy presnc)si a pomaha zeyména tam,
kde klasicka ELISA troskota na zktizené
pozitivité napt. pribuznych mikroorganismu




Western blot — vzhled

(obrazek z www.medmicro.info)
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Moznosti usporadam ’slozek
bledémodre vzdy slozka pochazejici ze
vzorku ziskancho od pacienta

m Povrch-antigen-protilatka-znacidlo (P)

m Povrch-protilatka-antigen-protilatka-znacidlo (P,
napt. prukaz HBsAg)

m Povrch-antigen-protilatka-antigen-znacidlo (N)

m Povrch-antigen-protilatka-konjugat-znacidlo (N)
Konjugdat je protilatka namirena proti lidske
protildtce




Vyznam konjugatu

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

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

m Dokaze byt selektivni prot1 urCite tridé
lidske protilatky

m Pouziti konjugatu je tedy podstatou

moznosti selektivniho prukazu jednotlivych
trid protilatek
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ELISA k detekci
protilatky:

L. Pozitivni
(hledé SC IgM,
Vsechny slozky se
postupné navazuji.

Dojde k enzymatické
reakclt — zmené barvy

v dulku
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ELISA k detekci
protilatky:

2. Negativni I
(hleda se IgM,
zadne
protilatky)

V séru pacienta nejsou
protilatky. Konjugat je

odplaven, v dulku neni
Zadna zmena.
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ELISA k detekci
protilatky:

3. Negativni 11
(hleda se IgM,
pritomny IgG)

V s¢ru pacienta jsou
jen IgG protilatky.
Konjugat je odplaven,
ke zmén€ barvy dulku
nedojde




Imunofluorescencell

Vyhoda: Povrchem je tu
podlozni sklicko. To nam
umoznuje videt tvar
mikroorganismu.

Prima imunofluorescence

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

protilatka proti lidske protilatce)
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A: Treponema pallidum — od pacienta

B: Znacena protilatka proti Treponema pallidum

C: Treponema pallidum — z laboratore

D: Protilatka proti Treponema pallidum — od pacienta

E: Znacena protilatka proti lidské protilatce




ELISA prukaz antlgenu

m U reakce ELISA je na konci celeho procesu
enzymaticka reakce. Jeji intenzita se projevi
intenzitou zbarveni v dulku, kde reakce probiha

m Intenzitu zbarveni lze mérit spektrofotometricky

m Zapozitivni se povazuji hodnoty vySsi nez
referenCn¢ dany tzv. ,,cut off*

m Napiiklad se u konkretni se cut off muze pocitat
treba jako

m (Al +B1+C1)/3+ 0,050
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ELISA, prukaz protilatek
m U nepiimeho prukazu reakci ELISA se zpravidla
hodnoti zvlast’ protilatky IgM a IgG

m V daném pripad¢ se misto IgA pouziva IgM

m Za pozitivni se opét povazuji hodnoty vySsi nez
referenCn¢ dany tzv. ,,cut off*

m TakZe se napriklad pouzije vzorec

(B1 + C1)/2 + 0,320 v pripadé IgA, resp. (B3 +
C3)/2 + 0,320 v pripadée I1gG

m Vysledky mezi 90 % a 110 % cut off se Casto

hodnoti jako ,,hranicni®, pod 90 % jako
,negativni®, nad 110 % jako ..pozitivni®




Prejn Vam hezky
zbytek dne...

(Obraz s nazvem
Protilatka)

www.twitchfilm.net/archives/003401.html




