SEROLOGICKE METODY



Metody lekarské mikrobiologie

» Prime metody: detekce mikroba, jeho
casti nebo produktu. Priklady:
Mikroskopie, kultivace, biochemicka
identifikace, prukaz antigenu. Pozitivita =
je jisté, Ze agens je NYNI pFitomno.

* Neprimeé metody: detekce protilatek proti
mikrobovi. Pozitivita = mikrob potkal
hostitele v minulosti (nevime, zda pred
tydny / mesici / roky)



Prehled metod primého prukazu

Metoda Prukaz |dentifikace
ve vzorku

Mikroskopie ano ano
Kultivace ano ano
Biochemicka identifikace |ne ano
Prukaz antigenu ano ano

Pokus na zvireti ano VvV praxi ne
Molekularni metody ano VvV praxi ne*

*netyka se molekularni epidemiologie — sledovani pribuznosti Kmenu



Serologicke reakce

Reakce mezi antigenem a protilatkou in vitro

Antigen = makromolekula pochazejici z ciziho
organismu: rostliny, mikroba, jiného zivocCicha.
(Anebo sice z organismu vlastniho, ale v tom
pripade jde o prestarle Ci vadne, popr. zvrhlé
bunky.)

V mikrobiologii nas zajimaji mikrobialni antigeny =
casti mikrobialniho téla, které vzbuzuji v hostiteli
antigenni odpovéd

Protilatka = imunoglobulin, tvoreny v tele hostitele
(Cloveka, ale také zvirete) jako odpoved na
antigenni vyzvu



Dva zpusoby, jak vyuzit interakci mezi
antigenem a protilatkou:

Prukaz antigenu: laboratorni protilatky (zvireciho
puvodu)+ vzorek pacienta nebo kmen mikroba.

Prima metoda % M/{/

Prukaz protilatky: laboratorni antigen
(mikrobialni) + serum (vyjimecne sliny, likvor)
pacienta

Neprima metoda J//
B+ -




Interpretace

» Prukaz antigenu je pfima metoda.
Pozitivni vysledek znamena pritomnost
mikroba v tele pacienta

» Prukaz protilatek: je to nepfima metoda.
Nicméneé jsou zpusoby, jak alespon
odhadnout, kdy priblizne se mikrob s telem
pacienta setkal:

— Mnozstvi protilatek (relativni — titr) a jeho
zmeny v case (dynamika titru)
— Trida protilatek: IgM/IgG



Jak interpretovat neprimy prukaz

« Akutni infekce: velké mnozstvi protilatek, 1
prevazne tridy IgM, pripadne IgM i IgG

» Pacient po prodélane infekci: malé mnozstvi
protilatek, pouze IgG (imunologicka pamet)

» Chronicka infekce: ruzné moznosti podle
aktivity infekce, mikrobialniho druhu apod.




Prubeh protilatkové odpovedi

Protilatky IgM se tvori jako prvni, ale take
jako prvni mizi. Neprochazeji placentou,
jejich prukaz u novorozence je
svedectvim jeho infekce

2rotilatky 1gG se tvori pozdéji a zustavaji
jako pametové pritomny dlouhodobe.
Prochazeji placentou

(novorozenec je tedy muze mit od matky)



Protilatky ostatnich trid

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

 Protilatky tridy IgE se vyskytuji u alergii a
infestaci Cervy. Zpravidla se vsak nestanovuji
specifickeé IgE proti nejakemu patogenovi

» S protilatkami IgD se v mikrobiologii
nepracuje



Titr

* Nejvyssi redeéni, kde jeste vidime
pozitivni reakci, se nazyva titr.



Dynamika titru

* Prusvih je, ze kazdy ma jinou uroven
protilatkove odpovedi. Proto samotna
hodnota titru mnoho nerika

- Zmena titru vypovida vice. Jde-li o
cerstvou zalezitost, titr se vzdy vyviji,
nejprve stoupa, pozdeji zvolna klesa.



ProC nestacCi samotny {itr

Nekdy se stane, ze Velmi reaktivni
malo reaktivni pacient naopak |
pacient ma i dlouho po infekci
v akutni fazi titr titr relativne
dc = "7 Vysoky




Parova a neparova séra

- Parova sera = prvni vzorek je uchovavan
v lednicce, dokud neprijde i druhy (10—-14 dni).
Pak jsou oba hodnoceny naraz. ctyrnasobny
vzestup se v tom pripade ma za signifikantni
pro akutni infekci.

» Sera nejsou parova (druhy vzorek je vysetren
zvlast): zvetsuje se riziko nahodnée, chyby, proto
zpravidla vyzadujeme osminasobny vzestup
titru



« Zvlastnim pripadem je tzv. serokonverze — v
prvnim vzorku protilatky nejsou (jeste se
nestihly vytvorit), v druhém uz jsou. Takovy
dukaz je cennéjsi nez ,dukaz Ctyrnasobkem®

* V nékterych pripadech misto vzestupu
prokazeme pokles (subakutni infekce)

* Velikost titru rozhodné neodpovida vyvoji
klinickych priznaku. MnoZzstvi protilatek
casto vrcholi, az priznaky zmizi.



Priklady ruznych projevu dynamiky titru

« 1 — 2: sérokonverze
* 3 —4: vzestup titru
* 5 — 6: pokles titru




PRECIPITACE, AGLUTINACE,
AGLUTINACE NA NOSICICH



Precipitace a aglutinace

* Precipitace a aglutinace jsou dve
nejjednodussi serologicke reakce, kde
pracujeme opravdu jen s antigenem a
protilatkou bez dalSich slozek

« Budto tedy dokazujeme antigen zvireci
protilatkou, nebo protilatku
laboratornim antigenem

* Pouze ve druhém pripade zjistujeme
titry!



Precipitace, aglutinace, aglutinace
na nosicich

* Precipitace: Antigeny jsou ve forme
izolovanych makromolekul (jde tedy o
koloidni antigen)

» Aglutinace: Antigen je soucasti bunky
mikroba (pracujeme tedy s celymi mikroby,
rikame, ze antigen je korpuskularni)

» Aglutinace na nosicich: Puvodné izolované
antigeny jsou navazany na cizi castici — nosic
(latex, erytrocyt, polyceluloza)



antigen protilatka

Precipitace:

Antigeny jsou
ve formé >_

izolovanych

makromoleku )—/\\
| (jJde tedy o _6/'
koloidni

antigen) Y



Aglutinace:
Antigen je
soucasti bunky
mikroba
(pracujeme
tedy s celymi
mikroby,
rikame, ze
antigen je
korpuskularni)

Epitopes




*Aglutinace na nosicich: Puvodné
izolovane antigeny jsou navazany na cizi
castici — nosic (latex, erytrocyt,
polyceluloza)

a} Aggutinated latex particles



Aglutinace

* Pozitivni — nepravidelny chuchvalec
* Negativni — malé pravidelné kolecko
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Treponema pallidum pasivni
hemaglutinace (TPHA)

Pozitivni reakce je vznik ,chuchvalce®, negativni
sedimentace castic na dno dulku. Je to Cervené,
jedna se totiz o aglutinace na nosici, nosicem je
erytrocyt

Dnes se v tomto testu cervenée krvinky nahrazuji
polycelulozovymi ¢asticemi — muzete se pak setkat
se zkratkou TPPA
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TPHA

Pozitivni kontrola (rizna mira pozitivity)

Negativni kontrola

Pacienti (1, 2, 3)

Technické dulky

Vlastni reakce



Protilatky precipitaci — RRR
(rychla reaginova reakce)

Detekujeme protilatky, které jsou pozitivni u
syfilis, ackoli to nejsou protilatky proti
Treponema pallidum, nybrz proti kardiolipinu

Pouze kvalitativne.
Sledujeme vznik
precipitatu




KOMPLEMENTFIXACNI
REAKCE



Komplement

e soucast
nespecifické
humoralni imunity

 slozity kaskadovy
system

« Aktivovany
komplement se

vaze na komplex
Ag-Ab




Komplementfixace (KFR)

Komplement = jedna ze slozek imunitni reakce

Pro KFR pouzivame morceci komplement.

Pacientuv komplement je pred reakci inaktivovan
teplem

Komplement neni schopen vazat se na samotny
antigen

Komplement neni schopen vazat se na
samotnou protilatku

Komplement je schopen vazat se pouze na
KOMPLEX obou




Pouziti KFR

 KFR Ize pouzit pro diagnostiku mnoha,
zejmena virovych infekci

« Jako i jiné serologicke reakce se KFR
pouziva k prukazu antigenu ci protilatky

* Pro zjednoduseni uvadime pouze prukaz
protilatky- mame laboratorni antigen,

ktery konfrontujeme se serem pacienta
(kde hledame protilatky)



Princip KFR

Sérum pacienta se smicha s laboratornim
antigenem

Prida se komplement. V pozitivhim pripade se
navaze (komplex Ag-Ab)

Ve druhé fazi pridame indikatorovy system-
berani ery + amboceptor (kraliCi Ab proti
beranim erytrocytum)

U pozitivni reakce zustava indikator nedotcen,
v opacnéem pripade dojde k jeho hemolyze
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Complement Fixation Test
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Co dela komplement s
indikatorovym systémem

K hemolyze je nutna pritomnost beranich ery,
amboceptoru a komplementu. Jinak k
hemolyze nedochazi!!

Berani ery + amboceptor NENi HEMOLYZA
Berani ery + komplement NENI HEMOLYZA

Krali¢i ery + komplement + amboceptor NENI
HEMOLYZA

Berani ery + komplement + amboceptor
HEMOLYZA



Problemy s KFR

* PriliS mnoho komplementu - faleSna
negativita. Co delat? Titrovat komplement

* Nektera slozka sera sama o sobé vyvazuje
komplement (slozka antikomplementarity):
falesne pozitivni vysledky. Co delat?
Proveést test antikomplementarity bez
antigenu



NEUTRALIZACNI REAKCE



Neutralizacni reakce

* Protilatka casto dovede neutralizovat Ci
inhibovat urcitou biologickou vlastnost
antigenu

* Tento zpusob se zfidka vidi u celych
bakterii. Pozorujeme ho u viru nebo
bakterialnich toxinu



Priklady neutralizacnich reakci

Virus Erytrocyt HIT
shlukovani




ASLO

Po kazde streptokokové infekci se objevuji protilatky,
vcetneé protilatek proti streptokokovému toxinu-
streptolyzinu O

Nékdy se stane, ze mnozstvi téchto protilatek po infekci
neklesa, ale naopak stoupa.

v v s

samotny patogen

ASLO neni pfimy prukaz, nepatrame po patogenovi,
urcujeme samotné protilatky

Indikaci k vysetreni je podezreni na tzv. pozdni nasledky

streptokokovych infekci (akutni glomerulonefritida a
revmaticka horecCka)



ASLO- princip

* Protilatka blokuje hemolyticky efekt toxinu
(streptolyzin O) na krvinku. Pozitivni je tedy zabrana
hemolyzy se sedimentaci krvinek (podobné jako u
KFR, ale ze zcela jiného duvodu)

* Panel s pozitivni kontrolou a sedmi pacienty, redeni
s koeficientem pouze 1,2

* Titr nad cca 200 znamena riziko, ze pacient je
ohrozen pozdnim nasledky streptokokove infekce

Hodnoceni vysledka ASLO
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Princip vysetreni
ASLO:
neutralizace
hemolyzy

. .

NO HAEMOLYSIS

NO

+ { antibodies
present in
serum

Streptolysine O

HAEMOLYSIS



4.

REAKCE SE ZNACENYMI
SLOZKAMI



Reakce se znacenymi slozkami

* Na povrch (sklicko, dulek mikrotitracni
desticky,...) se postupné navazuji jednotlive
slozky

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

» Je-li to pravda, slozka se navaze

* Pokud se vsechny slozky postupne navazou,
vznikne nepreruseny retezec

» Na konci retezce je vhodné znacidlo



Priklad pozitivniho a negativniho prubehu

Pacientlv vzorek

Antigen
chybi

POVRCH

(skliCko nebo dno dulku
v destiCce pro serologii)




Typy znacidel

* Fluorescencni barvivo je znacCidlem
u imunofluorescence

» Radioizotop je znacCidlem u reakce RIA
* Enzym je znacidlem u reakce ELISA

Western blotting je zvlastnim pripadem
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.



Promyti a jeho vyznam

» Pokud by v reakci zustalo pritomno i to,
CO Se na nic nenavazalo, nedokazali
bychom odlisit pozitivni reakci od
negativni

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

* Je-li retezec prerusen, odplavi promyti
vSe za mistem preruseni



l. Imunofluorescence

Odecdita se pomoci
fluorescencniho
mikroskopu

labelled
anti - antibody

o ___.-. 'E:Er I;;r"'
oY #

complex between antigen f antibodies
and anti - antibodies

www.biologie.uni-hamburg.de



www.amsbio.com




prima imuofluorescence
(Povrch)-(antigen)-(znaCena protilatka)

Lot goat
anti-mouse

mouse

; 3 mouse
anti-human y

> antrhuman
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direct indirect

neprima imunofluorescence

(Povrch)-(antigen)-(protilatka)-(znacena protilatka proti
lidské protilatce)



: Treponema pallidum — od pacienta

B: Znacena protilatka proti Treponema pallidum (laboratorni)

C: Treponema pallidum — z laboratore
: Protilatka proti Treponema pallidum — od pacienta

E: ZnaCena labor. protilatka proti lidské protilatce (konjugat)



I I . E L I SA (enzyme-linked immunosorbent assay)

HRF-Linked Antlbudh’

THE
Eu hutrﬂte )

##*

Cetection
Antibody

Ta rgﬂiutein

Capture Antibody

Sandwich Elisa




ELISA — prakticke provedeni

« 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

 Pred vilastnimi dulky pacientud mohou byt dulky:

—Bl — blank (pro kalibraci spektrofotometru)
—K- a K+ — pozitivni a negativni kontrola

—Cut off (dva &i tfi dulky) — vyrobcem dodané ,vzorky”
s prave hranicni hodnotou absorbance (,odsekavaji®

pozitivni vysledky bud ostre, nebo s rozmezim plus
minus 10 %)



ELISA — ukazka

- (www.medmicro.info)




ELISA — proc je tak oblibena

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

* Nenaroc€nost z hlediska nakladu a nulove
radiacni nebezpeci je vyhodou oproti
radioimunoassayim

» Moznost automatizace je velkou vyhodou
oproti imunofluorescenci



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

VSechny slozky se
postupnée navazuiji.
Dojde k enzymaticke

reakci — zmene barvy
v dulku




ELISA k detekci
protilatky:
2. Negativni |
(hleda se IgM,
zadne protilatky)

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




ELISA k detekci
protilatky:
3. Negativni Il
(hleda se IgM,
pritomny IgG)

V seru pacienta jsou
jen IgG protilatky.
Konjugat je odplaven,
Ke zméné barvy dulku
nedojde




3.Western blotting

* Prakticky je to ELISA, ale smés antigenu
je rozdelena elektroforeticky na jednotlive
antigenni determinanty

- Je tedy presnegjsi a pomaha zejmeéna tam,
kde klasicka ELISA troskota na zkrizené
pozitivite napr. pribuznych
mikroorganismu



Western blotting — princip

1: pUvodni antigen (smés)  4: pfesati“ rozdélenych

2: uvolnéni jednotlivych antigenu na nitrocelulézu
antigenu detergentem 5: reakce ELISA (pFitomny jsou
3: elektroforeticke rozdéleni jen nékteré protilatky)

antigenu



Western blot — vzhled
(obrazek z www.medmicro.info)
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Moznosti usporadani slozek

» Povrch-antigen-protilatka-znacidlo (P)

* Povrch-protilatka-antigen-protilatka-
znacidlo (P, napf. prukaz HBsAQ)

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

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

Konjugat je znacena protilatka namirena
proti lidské protilatce



Vyznam konjugatu

- Konjugat se pouziva zpravidla u reakci
neprimého prukazu (prukaz protilatek)

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

» Dokaze byt selektivni proti urcCite tride
lidské protilatky

* Pouziti konjugatu je tedy podstatou
moznosti selektivhiho prukazu
jednotlivych trid protilatek



Prehled serologickych reakci

Reakce | Pozitivni vysledek Negativni
vysledek
Aglutinace | Nepravidelny Usazené ery
chuchvalec
KFR Zabrana hemolyzy hemolyza

ASLO Zabrana hemolyzy hemolyza




