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Serologicke reakce

Primy prukaz Neprimy prukaz

v’ prukaz antigenu v’ prukaz protilatek

v prukaz nukleové
Kyseliny




Neprimy prukaz

= prukaz specifickych protilatek neboli prukaz
serologicky

» serologické reakce — reakce mezi antigeny a
protilatkami in vitro

« Material: 5 - 7 ml srazlivé krve, likvor, punktat




Prehled serologickych metod

1. Precipitace
2. Aglutinace
3. Komplement fixaCni reakce (KFR)
4. Neutralizace
5. Reakce se znacenymi slozkami:
- Imunofluorescence
- enzymova imunoanalyza
- Western blot (imunoblot)




Precipitace

 antigen koloidni povahy

 precipitacni neboli vioCkovaci testy na lues
 VDRL, RRR, RPR

kardiolipin + protilatky v seru —— precipitace




Aglutinace

antigen korpuskularni povahy

antigen + hledana protilatka —, viditelny shluk
(aglutinat)

prima, neprima (na nosicich)

prukaz protilatek u salmoneldézy (Widalova

reakce), yersiniozy, listeridzy, tularémie




Aglutinace — prukaz protilatek proti Yersinia enterocolitica, Yersinia
pseudotuberculosis




Aglutinace na nosicich

« antigen navazany na vhodnou castici:
v’ latex — latexova aglutinace
v' erytrocyt — pasivni hemaglutinace

« TPHA — T. pallidum hemagglutination

erytrocyty potazene + protilatky v séru
treponemovym Ag

hemaglutin@




TPHA — prukaz protilatek proti T.pallidum
pasivni hemaglutinaci




Komplement fixacni reakce

v komplex antigen + hledana protilatka
v komplement

v" indikatorovy neboli hemolyticky systém (berani
erytrocyty senzibilizované kraliCi protilatkou)

7N

zabrana hemolyzy hemolyza
pozitivni reakce negativni reakce
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Komplement fixacni reakce
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Neutralizacni reakce

 protilatka brani biologickym ucCinkum antigenu
« ASLO - prukaz antistreptolyzinu O

pritomnost ASLO ve vySetfovanéem seru

l

zabrana hemolyzy
pozitivni reakce




Neutralizacni reakce - prukaz ASLO




Imunofluorescence

 jedna slozka znacCena fluorescencnim barvivem,
prukaz pomoci fluorescenc¢niho mikroskopu

Ny

» pfima — prukaz antigenu: T.pallidum

* neprima — prukaz protilatek: syfilis, ehrlichioza,
HHVG6

Nepfima imunofluorescence
- protilatky proti T.pallidum




Enzymova imunoanalyza

jedna slozka znaCena enzymem, ktery rozlozi
pridany substrat za vzniku barevného produktu

Vysledek: barevna reakce

Hodnoceni: mereni absorbance

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
prukaz antigenu: HBsAg, respiracni viry, chlamydie
prukaz protilatek: univerzalni pouziti




Princip metody ELISA




Souprava pro vysetreni
metodou ELISA

ELISA — prukaz HBsAg




Analyzator AXSYM (Abbott)




Analyzator LIAISON (DiaSorin)




Analyzator CHORUS (Dynex)




1.

Western blot

Antigen rozdeleny na jednotlive polypeptidy dle
molekulove hmotnosti na nitrocelulozovém
pasku

vazba hledanych protilatek ze séra na
prislusne antigenni frakce

pridani protilatky znacene enzymem
pridani substratu

. vysledna reakce — barevny prouzek




Autoblot 2000, Medtec, USA

Western blot T.pallidum IgG




- Western blot B.garinii IgG
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Interpretace serologickych
vysledku

» prukaz protilatek svedcCi pro setkani s antigenem
(kdy ?), k diagnoze infekce vetsinou nestaci

* vyjimka: syfilis, infekce HIV
» dynamika imunitni reakce:

10 dni
setkani s antigenem = . prukaz protilatek




* IgM — prvni protilatky, pretrvavaji tyden az
nékolik mésicu, sveédcCi pro Cerstvou infekci

* IgA — pretrvavaji o neco déle, svedci pro
cerstvou nebo nedavnou infekci

* lgG — nejvyssi hladina mesic po zacatku
onemocneni, mohou pretrvavat roky

lgM_“,....__ =~ IgG




Serologicky prukaz infekce

 vySetreni dvou vzorku séra: akutni na zaCatku
onemocneni, rekonvalescentni za 10 az 14 dni

» prukazny nalez: Ctyrnasobny vzestup titru nebo
serokonverze

* vzorky nutno vyseftrit zaraz !

titr protilatek = nejvyssi redeni, v nemz jeste
doslo k prokazatelné serologické reakci




PCR

polymerazova retézova reakce

primy prukaz NK bakterii, viru, kvasinek,
parazitu

ruzné modifikace

vyhody: vysoka specificita, rychlost, ATB nejsou
kontraindikaci vysetreni

nevyhody: vysoka cena, pristrojové vybaveni,
riziko kontaminace




PCR - LightCycler (Roche)




Princip PCR

opakovane cykly tri jednoduchych reakci:

— denaturace dvojsroubovice hledané DNA na
dve izolovana viakna (94 °C)

— annealing - pripojeni dvou kratkych
syntetickych nukleotidu (primery) na tato
viakna (54 — 65 °C)

— prodluzovani primeru v pfitomnosti vhodnych

reakcnich slozek a enzymu Taqg-polymerasy
za vzniku dvou kopii hledané DNA (72 °C)




