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Co nas dnes ceka

m Budeme pokracovat v diagnostice,
zalozené na interakci antigenu
(v pfipadé mikrobidlnich antigenu jde
o povrchovou cast téla mikroba)
s protilatkou (imunoglobulinem,
ktery je tvoFen makroorganismem.

» PFitom muZeme prokazovat ZV|reC|
protilatkou antigen (primy prukaz)
nebo antigenem protilatku v séru
(nepfimy prukaz)



Prukaz antigenu a antigenni
analyza (pro pripomenuti)

s V ramci prtikazu antigenu (tedy
primého prukazu) Ize jesté dale rozlisit
dva podtypy:

= Primy priikaz antigenu ve vzorku,
napriklad ve vzorku mozkomisniho moku

= Antigenni analyza (identifikace) kmene,
izolovaneho ze vzorku (napriklad kmene
meningokoka)
s U neprimého priitkazu naopak vzdy
pracujeme se vzorkem, a to se vzorkem
séra, kde hledame protilatky



A jeste trochu opakovani:
Interpretace
= Prukaz antigenu (vcetne antigenni

analyzy) je prima metoda. Pozitivni
vysledek znamena pritomnost mikroba
v téle pacienta

= Prikaz protllatek je to ne Drima
metoda. Nicméne jsou zpusoby, Jak
alespon odhadnout, kdy priblizne se
mikrob s telem pacienta setkal:

= Mnozstvi protilatek (titr) a hlavne jeho
zmena

= Trida protilatek: IgM/IgG
m Avidita protilatek - sila vazby na antigen




Jak tyto informace zjistit

m Cerstva infekce: velké mnozstvi
protildtek, pfevazné tfidy IgM,
pripadné i IgA

m Pacient po prodélané infekci: mala
mnoZstvi protilatek, hlavné IgG2
(imunologickd pamét)




Vzestupy a

poklesy titru

oTitr - nejvyssi redéni, kde je pozitivni
reakce.

eMame-Ili dve rady, je titrem nejvyssi
redeni z obou rad dohromady.

ePri pouziti geometrické rady znamena

evzestup/pokles titru o jeden dtlek
dvojnasobny vzestup pokles.

evzestup/pokles o n dulkl je pak
vzestup/pokles 2"nasobny.



ProC nestaCi samotny titr

Nékdy se stane, Ze Velmi reaktivni

malo reaktivni pacient pacient ma naopak i
ma i v akutni fazi titr dlouho po infekci
dost® =~#='~" titr relativné vysoky




Parova a neparova sera

m Parova séra = prvni vzorek je uchovavan
v lednicce, dokud neprijde i druhy. Pak
jsou oba hodnoceny naraz. Ctyrnasobny
vzestup se v tom pripadé ma za
signifikantni pro akutni infekci. Bohuzel
parova sera nejsou bézna.

m Séra nejsou parova (druhy vzorek je
vySetfen zvlast): zvétsuje se riziko
nahodne, chyby, proto zpravidla
vyzadujeme osminasobny vzestup titru.
Tyto Udaje jsou vsak pouze orientacni a lisi
se pripad od pripadu.



Porad musite mit na
pameti:

m Veskereé , srandicky" typu titry, tridy
protilatek, zjistovani avidity, slouzi
k odliseni akutni infekce, chronické infekce
a stavu po davno prodéelané infekci. Tykaji
se ovsem pouze neprimého prukazu!

s PFrimy prukaz totiz primo prokazuje v téle
pacienta cast patogenova organismu. Neni
tedy nutné zadné dalsi upresnéni



Typy serologickych reakci a
jejich zpusoby vyuziti

Priikaz Antigenni | Neprimy
antigenu |analyza | yr{kaz
Aglutinace obcCas casto nekdy
Precipitace malokdy malokdy |obcas
KFR casto (viry) |[ne casto
(viry)
Neutralizace |obcas ne casto
Znacené velmi Casto |vyjimecne |velmi
slozky casto




Neutralizace

m Klasické, ale stale pouzivané reakce

m Napodobuji prirozenou funkci protilatek
(protilatky blokuji cytopaticky Ci
Lerytrocytopaticky" efekt viru Ci toxinu)

m Hodi se jen u nekterych infekci (virové
infekce, infekce toxickymi bakteriemi)

m Princip je jednodussi nez u KFR



Neutralizacni reakce: obecny
princip
m Protilatky funguji nékolika
zpusoby. Jeden z nich je pFima
neutralizace.
= Tento zpusob se zfidka vidi u
celych bakterii. Pozorujeme ho u
virl nebo bakterialnich toxinu
Nicméné nekdy protilatky neutralizuji i
urcitou charakteristiku celé bakterie,

napr. pohyblivost Treponema pallidum
u tzv. Nelsonova testu (TPIT).



Neutralizace schématicky

m Protilatka (Ig) brani efektu
toxinu/viru na bunku / krvinku

Bunka ve  protilatka  Toxin &i Bunka ve Toxin Ci
tka,ﬁOVé Virus tka,ﬁOVé virus
kulture Ci kulture Ci

cervena cervena

krvinka krvinka



Priklady neutralizacnich reakci

Ukol Neutralizovdn Objekt Reakce

Erytrocyt HIT
shlukovani

Bunka efekt \/NT
metabolicky




Priklad 1: ASLO

m Protilatka (ANTISTREPTOLYZIN 0O)

blokuje hemolyticky efekt toxinu
(streptolyzinu O) na krvinku.

s ASLO neni neprimy prikaz, prestoze
hledame protilatky. Nepatrame tu po
natogenovi, urcujeme samotnée protilatky,

jez mohou byt nebezpecné

m U ASLO neuzivame geometrickou radu.

Hodnoty redéni jsou specialni.

m Titr nad cca 250 znamena moznost
autoimunitni odpovédi




ProC se dela ASLO

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

m Test ASLO se provadi zpravidla po
prodelane streptokokove infekci.
Prukazem protllatky se nesnazime prokazat
infekci (o te vime), ale zjistit, zda dochazi
K Vyvo_]l autoimunity. Nejde tedy vlastne o
neprimy prukaz, prestoze prokazujeme
protilatky.



Neglive reaction:

MO

ASLO:

+ i antibodies
T hstreplo - P:E’;ﬁ':l: In
p ri n C i p Etmtﬂhr;ina O I:I’E'"‘-“—‘ 0

ERE -
fEHE SN SRS

NO HAEMOLYSIS HAEMOLYSIS




Hodnoceni ASLO

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

s Nejvyssi redéni se zabranou hemolyzy (pozitivni
reakce, projevi se sedimentaci erytrocytud) je titr

m Titry cca 225-270 jsou hranicni, vyssi jsou pozitivni,
nizsi jsou negativni. Uplna absence protilatek
znamena, ze se pacient se streptokokovou infekci
nesetkal

1o 120 150 | 180 2280 170 137 (405 |S06 |607 (759 (91




Priklad 2: HIT

s Hemaglutinacné Inhibicni Test

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

m Protilatka neutralizuje virové shlukovani
krvinek (in vitro vlastnost vétsiny viru)

m Pozitivni reakce = zabrana virového
shluknuti > erytrocyty klesaji na dno dulku

s Negativni reakce = viry se shluknou
m Vypada to jako hemaglutinace naruby



Zapamatujte si:

m HIT neni aglutinace, ale neutralizace

virového shlukovani krvinek

m HIT se liSi od reakce ASLO predevsim
tim, ze krvinky nejsou hemolyzovany,
ale shlukovany. Stejné je naopak to,
ze specificka protilatka dokaze
prislusnému efektu zabranit

m HIT v nasem prlkladu je ,,uz zase"

klasicky nepFimy prukaz (na rozdil od
ASLO)



PFllklad 3: VNT (neplette sito s TNT © )

m Virus Neutralizacni Test

m Viry Ize péstovat na bunécnych
kulturach. Jsou to bunecne linie vetsinou
embryonalnich Ci nadorovych bunek

m Bunécna kultura byva poskozena
ucmkem vird. Skodu mizZeme pozorovat
napr. jako
= zmeénu morfologie bunek v kulture
= Zmenu metabollsmu - zmeéna pH = zmeéna

zbarveni v dulku (pfi pouziti indikatoru)

m Jsou-li pritomny protilatky, mohou tomuto
vlivu na bunky zabranit



Prubéh protildtkové
odpovédi — opakovani

(novorozenec
je tedy muze
mit od matky)

Protilatky IgM se tvori jako prvni, ale
take jako prvni mizi. Neprochazeji
vlacentou, jejich prukaz u novorozence

je svedectvim jeho infekce

Protilatky IgG se tvori pozdéji a
zustavaji jako pamétové pritomny
dlouhodobé. Prochazeji placentou




Protilatky ostatnich trid

m Protilatky tridy IgA se u nékterych
infekci vysetruji misto protilatek IgM.
Tato trida se uplatnuje hlavné u sliznicni
imunity, a tedy u infekci, kde branou
vstupu je sliznice (napriklad
gastrointestinalni)

m Protilatky tridy IgE se vyskytuji u alergii
a infestaci Cervy. Zpravidla se vsSak
nestanovuji specifické IgE proti
neéjakemu patogenovi

m S protilatkami IgD se v mikrobiologii
nepracuje



Reakce se znacenymi slozkami

m Na povrch se postupné navazuji jednotlivé
slozky

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

m Je-li to pravda, slozka se navaze

m Pokud se vsechny slozky postupné navazou,
vznikne nepreruseny retézec

m Na konci retezce je vhodné znacidlo



Promyti a jeho vyznam

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

m Proto po kazdém kroku reakce
nasledUJe promytl po kterem
zustanou prltomny pouze slozky
navazane na pevny povrch

m Je-li retézec prerusen, odplavi
promyti vse za mistem preruseni



Priklad pozitivniho a negativniho prub&hu

Pacient(v vzorek

Antigen
chybi

POVRCH

(sklicko nebo dno
dllku v desticce
pro serologii)



Typy znacidel

m Fluorescencni barvivo je znacidlem u
imunofluorescence

m Radioizotop je znacidlem u reakce RIA

m Enzym je znacidlem u reakce ELISA

m \Western blotting je zvlastnim pripadem
reakce ELISA, kde jednotlivé antigeny jsou
elektroforeticky rozdéleny

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



Imunofluorescence
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Imunofluorescencel

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

Prima imunofluorescence

m (Povrch)-(antigen)-(znacena protilatka)

Neprima imunofluorescence

m (Povrch)-(antigen)-(protilatka)-
(znacena protilatka proti lidske
protilatce)



Imunofluorescence schematicky
|1 2

A: Treponema pallidum — od pacienta

B: Znacena protilatka proti 7reponema pallidum

C: Treponema pallidum — z laboratore
D: Protilatka proti 7reponema pallidum — od pacienta

E: Znacena protilatka proti lidské protilatce



ELISA - praktické provedeni

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

m Pfed vlastnimi dulky pacientd mohou byt dulky:

m Bl - blank (pro kalibraci spektrofotometru)

s K- a K+ - pozitivni a negativni kontrola

= Cut off (dva &i tfi dulky) - vyrobcem dodané ,vzorky" s pravé
hranicni hodnotou absorbance (,,odsekavaji* pozitivni vysledky
bud’ ostre, nebo s rozmezim plus minus 10 %)

Vzdy zalezi na konkrétni reakci ELISA a jejim provedeni.
Nekdy chybi blank, nékdy neni cut off primo obsazen
v desticce, ale poclita se jako prdmér negativnich
kontrol + konstanta.



ELISA - ukazka

(www.medmicro.info)




Western blotting

\"# A4

m Nazev - slovni hricka (badatel

Southern)

m Prakticky je to ELISA, ale smes
antigenu je rozdelena
elektroforeticky na jednotlive
antigenni determinanty

= Je tedy presnejsi a pomaha
zeJmena tam, kde klasicka ELISA
troskota na zkrlzene pozitivité
napf. pfibuznych mikroorganismu



Western blotting — princip

(o) V4 . v
1: puvodni antigen (smes) 4: ,pFesati® rozdélenych
2: uvolnéni jednotlivych antigend na nitrocelulézu

antigenu detergentem 5: reakce ELISA (pfitomny jsou
3: elektroforetické rozdéleni jen nékteré protilatky)

. o
antigenu




Western blot — vzhled

(obrazek z www.medmicro.info)
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Moznosti usporadani slozek
bledémodre vzdy slozka pochazejici

ze vzorku ziskaného od pacienta

m Povrch-antigen-protilatka-znacidlo (P)

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

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

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

Konjugat je protilatka namirena proti lidské
protilatce



Vyznam konjugatu

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

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

m Dokaze byt selektivni proti urcité tride
lidské protilatky

m Pouziti konjugatu je tedy podstatou

moznosti selektivniho prukazu
jednotlivych trid protilatek



ELISA k detekci

protilatky:
1. Pozitivni
(hleda se IgM,
IgM pritomna)

Vsechny slozky se
postupneé
navazuji. Dojde

k enzymatické
reakci — zmeéné
barvy v dulku




ELISA k detekci

protilatky:

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

V séru pacienta
nejsou protilatky.
Konjugat je
odplaven, v dulku
neni zadna zmeéna,




ELISA k detekci
protilatky:

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

V seru pacienta jsou
jen IgG protilatky.
Konjugat je
odplaven, ke zmeéné
barvy dulku nedojde




ELISA, prukaz antigenu

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

m Intenzitu zbarveni lze mérit
spektrofotometricky

m Za pozitivni se povazuji hodnoty vyssi nez
referencné dany tzv. ,cut off"

= Napriklad se u konkrétni se cut off muze pocitat
treba jako

s (A1l + B1 + C1)/3 + 0,050



ELISA, prukaz protilatek

= U nepfimého prukazu reakci ELISA se zpravidla
hodnoti zvlast protilatky IgM a IgG

s V daném pripadé se misto IgA pouziva IgM

m Za pozitivni se opét povazuji hodnoty vyssi nez
referencné dany tzv. ,cut off"

m Takze se napriklad pouzije vzorec

(B1 + C1)/2 + 0,320 v pripade IgA, resp. (B3 +
C3)/2 + 0,320 v p¥ipadé IgG

m Vysledky mezi 90 % a 110 % cut off se casto
hodnoti jako , hranicni®, pod 90 % jako
,negativni*, nad 110 % jako ,pozitivni"



Preji Vam hezky
zbytek dne...

(Obraz s nazvem
Protilatka)

003401.html




