SEROLOGICKE METODY



Serologicke reakce

Reakce mezi antigenem a protilatkou in vitro

Antigen = makromolekula pochazejici z ciziho
organismu: rostliny, mikroba, jiného zivocicha.
V mikrobiologii nas zajimaji mikrobialni antigeny =
casti mikrobialniho téla, které vzbuzuji v hostiteli

antigenni odpoved

Protilatka = imunoglobulin, tvoreny v téle hostitele
(Cloveéka, ale také zvirete) jako odpoved na

antigenni vyzvu



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.

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



Prubeh protilatkové odpovedi

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

» Protilatky IgG se tvori pozdéji a zustavaiji
jako pametové pritomny dlouhodobe.
Prochazeji placentou

(novorozenec je tedy muze mit od matky)



Titr

* Nejvyssi redeéni, kde jestée vidime
pozitivni reakcl, se nazyva titr.

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



Parova a neparova séra

- Parova sera = prvni vzorek je uchovavan
Vv 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 nahodne, 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 Ctyfnasobkem®”

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



PRECIPITACE, AGLUTINACE,
AGLUTINACE NA NOSICICH



antigen protilatka

Precipitace:

Antigeny jsou
ve forme >_

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)




*Aglutinace na nosicich: Puvodnée
izolovane antigeny jsou navazany na cizi
castici — nosic (latex, erytrocyt,
polycelul6za)

a) Aggiutinated latex particies



Aglutinace (k prukazu
protilatek)

* Pozitivni — nepravidelny chuchvalec
* Negativni — malé pravidelné kolecko

OWHOWL



KOMPLEMENTFIXACNI
REAKCE



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



Princip KFR

Sérum pacienta se smicha s laboratornim
antigenem

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

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

U pozitivni reakce zustava indikator nedotcen,
v opacném pripade dojde k jeho hemolyze
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Complement Fixation Test
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NEUTRALIZACNI REAKCE



Neutralizacni reakce

* Protilatka Casto dovede neutralizovat Ci
inhibovat urcitou biologickou vilastnost
antigenu

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



Priklady neutralizaCnich reakci

Virus Erytrocyt HIT
shlukovani




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 retézce je vhodné znacidlo



Priklad pozitivhiho a negativniho prubéhu

Pacientlyv vzorek

Antigen
chybi

POVRCH

(sklicko nebo dno dulku
v destiCce pro serologii)



Typy znacidel

» Fluorescencni barvivo je znacCidlem
u imunofluorescence

* Enzym je znacCidlem u reakce ELISA

Western blotting je zvlastnim pripadem
reakce ELISA, kde jednotlivé antigeny jsou
elektroforeticky rozdeleny



Promyti a jeho vyznam

» Pokud by v reakci zustalo pritomno i to,
CO se na nic nenavazalo, nedokazall
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



. Imunofluorescence

Odecdita se pomoci
fluorescencniho
mikroskopu b | " anti - antibody

antibody :,i
labelled
anti - antibody

complex between antigen / antibodies
and anti - antibodies

www.biologie.uni-hamburg.de



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

=~ mouse .t
2 b anti-human P Y

. //
i \
£ \ \
! \ ! i\
\ ]
4 I |
\ ) \

\ ] ¢ !
A / S 4
q s N S
g b i

direct indirect

goat
anti-mouse

mouse
anti-human

neprima imunofluorescence

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



” EL ISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

HRP-Linked Antubody ;,

" TMB
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Detection | * * *

Antibody

Ta rge’ull'otem

ODOOO@QOQ

Sandwich Elssa




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 vlastnimi dulky pacientu 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 %)

* 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.




ELISA — ukazka

(www.medmicro.info)




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

VSechny slozky se
postupné navazuiji.
Dojde k enzymatické

reakci — zmene barvy
v dulku




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

V séru pacienta
nejsou protilatky.
Konjugat je odplaven,
v dulku neni Zzadna
zmena.




ELISA k detekcl
protilatky:
3. Negativni Il
(hleda se IgM,
pritomny 1gG)

V seru pacienta jsou
jen 1gG 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 presnejsi a pomaha zejmena tam,
kde klasicka ELISA troskota na zkrizene
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. elektroforetické rozdéleni jen n&které 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 lidske 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 1gG

» Dokaze byt selektivni proti urcCité tride
lidské protilatky

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



P0Y

Spirochety



www.wadsworth.org

Spirochety

» Rod Borrelia, Treponema, Leptospira

» Spiralni bakterie, pohyblivé pomoci
intracelularnich biciku

» Jejich bunecna stena je blizka
gramnegativni, ale podle Grama se nebarvi

» Mikroskopovat je |ze pouze pomoci zastinu,
fluorescence anebo imunofluorescence

> Spirochety se obecne prakticky nedaji
kultivovat




Borrelie

» Puvodci lymske borelidozy (Borrelia
burgdorferi sensu lato)

» Borrelia burgdorferi sensu stricto (postizeni
kloubu a myokardu)

» B. afzelii (kozni priznaky)
» B. garinii (neuroborelioza)
» B. lusitaniae, B. japonica, B. bissetti

« PUvodci navratnych horecCek
(B. reccurentis, B. duttoni, B. hermsii)




Life cycle of Lyme disease ticks

Lymeska borelidoza

»/Zoonoza

» Prenos clenovci, predevsim
klistaty (u nas Ixodes ricinus)

» Vakcina neni k dispozici

» Protilatky nalézame u 10 %
zdravych osob

> Lék volby: peniciliny, %
tetracykliny ~




Infekce probiha ve 3 fazich:

> Casné lokalizované st.
- erythema migrans
- nespecifickeé priznaky

> Casné disseminované st.
- borreliovy lymfocytom

- neurologické, revmatologicke Ci kardialni
projevy

» Pozdni st.
- acrodermatitis chronica atrophicans

(koncetiny, trup, obliCej)




Prukaz

»Borrelie:
* Predevsim sérologie, popr. PCR
» Sérologii se stanovuji IgM (svedci pro
casnou infekci) a IgG protilatky metodou
ELISA

* Pozitivni nalez se overuje Western blotem,
ten je specifictejsi metodou



Treponema pallidum

» Puvodce syfilis (poddruh T. pallidum subsp. pallidum)

» SYfilis je klasicka pohlavni nemoc, prenasi se
vyhradne sexualné. Jde ovsem o systémove
onemocneni — v pokrocCilych stadiich postihuje celé
telo postizeného Cloveka

» Nekterée poddruhy T. pallidum a nektera jina
treponemata zpusobuiji jiné choroby (framboesie —
yaws, T. pallidum subsp. pertenue)

» Nektera treponemata jsou i nepatogenni- na sliznicich
dutiny ustni a genitalu



Prabéh syfilis

> Casna syfilis
* Primarni syfilis (ulcerace na genitalu- tvrdy vred)
« Sekundarni syfilis (diseminace, nespecificke
symptomy, generalizovana vyrazka, condylomata
lata)

» Casna latentni syfilis (asymptomaticka, relapsy
sekundarni faze)
» Pozdni syfilis
 Latentni syfilis (cca 10-20 let)
 Terciarni syfilis (gummata, kardiovaskularni
lues, neurosyfilis)

»Vrozena syfilis



Chancre

PRIMARY (male or female genitalia)

Systemic
dissemination

i

SECONDARY

Lymphadenopathy
Rash: paims, soles

Latency 1-30 yr

Para&ytié dementia
&3 Aortic aneurysm
TERTIARY Aortic insufficiency

Tabes dorsalis
Gummas (widespread)




Treponemata: primy prukaz

» Primy prukaz se dela zfidka

» Mikroskopie: Pouziva se nativni preparat — zastin,
mimo to lze provést fluorescencni barveni

» Kultivace ani biochemicka identifikace se
nepouzivaji

» Prukaz antigenu Ize provést primou IMF

» Pokus na zvireti: Existuje tzv. RIT — Rabbit
infectivity test (test infekCnosti na kralikovi)

o AL N 4



Treponemata: neprimy prukaz

» Pouzivaji se netreponemoveé testy, kde antigenem je
zpravidla kardiolipin a treponemoveé testy, kde antigen je
ziskan opravdu z Treponema pallidum

» Diagnostika se sklada ze screeningu a konfirmace.
Konfirmuje se vse, co ve screeningu vyslo pozitivni Ci aspon
hrani¢ni, a dokonce i to, co bylo negativni, je-li davod

» Screeningove se zpravidla pouzije jeden netreponemovy a
jeden treponemovy test, konfirmace se provadi pomoci
velmi spolehlivych treponemovych testu

» Indikaci ke konfirmaci je:
— jakykoli pozitivni €i alespon hrani¢ni vysledek screeningovych testu

— pritomnost suspektnich lézi na téle, nebo anamnéza rizikového
sexualniho styku — zde i v pfipadé negativity obou reakci



AL A 4

Prehled nejdulezitéjSich
neprimych testu na lues

Screeeningové  |RRR — Rapid Reagin Test <
_I

TPHA .

IS

Konfirmacni ELISA 2
3

FTA-ABS (nepr. S

-

Imunofluorescence)

Western Blot

TPHA — T. pallidum pasivni hemaglutinacni test




Rod Leptospira

» Jemné pravidelné zavity, na koncich hackovite ohnuté
> Zpusobuji zoondzy- tzv. leprospirdzy, Clovék se nakazi
Kkontaktem s moci infikovaného zvirete (mysoviti

nlodavci, prase, skot)- koupani, konzumaci
Kontaminovane vody Ci potravy

> Priznaky mohou byt ruzné, od ,chripkotyfovych®
pfiznaku serovaru Grippotyphosa (blat'acka horecka)
az po zloutenku a krvacivé stavy (Weilova choroba)
serovaru Icterohemorragiae




Prukaz

» Leptospiry:
- Pouziva se zastinova
mikroskopie a kultivace
ve specialnim mediu




Borrelie: uvod k ukolum 1 az 3

» Mame pét pacientu, ktefi z ruznych davodu prichazeji

K vysetreni na borreliozu.

— Pacient J: klinicky definované erythema migrans
(jasny obraz, ne jen podezreni)

— Pacient K: citi se ospaly, v Iéte mel kliste; jine
potize nejsou pritomny

— Pacient L: neurologové nalezli typicke klinické
priznaky neuroboreliozy

— ,,Pacient” M: zdrava osoba, ale v lété mél kliste, a
citi se ohrozen rizikem borrelidzy, protoze si precetl
o tomto riziku.

— Pacient N: je u nej podezreni na neuroboreliozu,
avsak neni to jasne



Ukol 1: ELISA — Borrelia

» Prukaz protilatek proti Borellia garinii

» Mate k dispozici vysledky reakce ELISA ve
formé hodnot absorbance

» Pozitivni jsou pacienti s hodnotami vyssimi
nezli hodnota v kalibracnim dulku (CAL).
Ten se nachazi v pozici A1, B1 a C1 jsou
kontroly

» Provérte vysledky pacientu J, K, L, M, N ve
tridach IgG i IgM



Pacientl — ELISA, jak jdou po
sobé jednotliva Cisla pacientu:

IgM 10G
] CA ]
L
K K+ K
L K- L
N N




Ukol 2: Borrelie — konfirmace WB

» Konfirmuji se pouze pacienti pozitivni v reakci
ELISA, nebo indikovani z klinickych duvodu. V
nasem pripade jsou to vsak vsichni pacienti J,
K, L, M, N (vSichni byli v reakci ELISA pozitivni,
s vyjimkou pacienta J, ktery vSak ma erythema
migrans, takze je bez ohledu na negativitu
ELISA indikovan ke konfirmaci.

» Pozitivita WB je definovana nasledovne:
> U IgM povazuje pozitivita v pruhu p 25, OspC
> U lgG povazuje pozitivita v pruhu VISE

» Odectete tedy vysledky IgG i IgM u nasich
pacientu.



Ukol 3: Borrelie — PCR

» PCR je reakce primeého prukazu, je tedy
prukaznéjsi nez hledani protilatek, zvlast u
cerstve infekce

» K reakci PCR jsou indikovani z nasich
pacientu pouze pacienti L a N.

» Z]istete, ktery pacient je pozitivni
» Interni kontroly tentokrat nebyly pouzity



Zaver k ukolum 1 az 3

» J: Nutno IéCit doxycyklinem (i presto, ze je
seronegativni, klinické priznaky jsou dostatecnée
padnym duvodem k [éCbé)

» K: Zfejmé jen pamétoveé protilatky, nutna dalsi
diferencialni diagnostika

» L. SkuteCné jde o neuroborelidozu

» M: Pacient je v poradku (kdysi mozna prodelal
bezpriznakovou borreliozu, 10 % populace ma
pozitivni IgG)

» N: pozitivni IgM v ELISA nepotvrdil WB ani PCR,
zfejme zkrizena reakce, nutno patrat po jinych
neuroinfekcich



Ukoly 5 a 6: Serologie syfilis
(screening a konfirmace )

> V ukolu 5 vybereme ze screeningovych pacientu ty,
které je treba konfirmovat

» V ukolu 6 potvrdime jejich diagnozu a ucinime
konecCny zaver
» Pracujeme s pétici pacientu:
» A = tehotna zena (bézny screening, neni zvysene
riziko syfilis
» B = pacient s dva dny trvajici lézi, ktera vypada
jako ulcus durum
» C = pacient se suspektni lues latens
» D = darce krve (pouhy screening)

» E = dite s pravdepodobnou vrozenou syfilis




Ukol 5: RRR a TPHA

»U RRR je pozitivni dulek se zakalem
(vypada podobné jako pozitivni kontrola)

» TPHA: Prohlednete si panel na bocnim
stole. Vyhodnoceni pacientu A, B, C, D, E
provedte dle obrazku na nasledujici
obrazovce



TPHA

@ J|@] J=

- Pozitivni — vznika aglutinat, pri pohledu
shora chuchvalec nepravidelneho tvaru

- Negativni —klesaji na dno a vytvareji denzni
pravidelnou kulatou tecku pri pohledu shora



TPHA

Pozitivni kontrola (rizna mira pozitivity)

Negativni kontrola

Pacienti (1, 2, 3)

Technické dulky

Vlastni reakce
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Vysledky — screening

RRR | TPHA zaver

m| O O @| >»

konfirmace

konfirmace*

konfirmace

konfirmace neni nutna

konfirmace

*Vysledek je sice negativni, ale konfirmacni reakce budou
provedeny s ohledem na klinickou situaci



Ukol 6: Konfirmace syfilis

Konfirmacni reakce |
Vysledky reakce FTA-ABS:

konfirmace se
neprovadi fff
y 4




Konfirmacni reakce ||

»Hodnoceni ELISA reakce:
* Nejprve spocCitejte cut off a nahradte otazniky
e c.0.=(C1+D1)/2
* |gG: Hodnoty vyssi nez ??7? jsou pozitivni
* IgM: Hodnoty vySSi nez ?7?7? jsou pozitivni
»Hodnoceni Western blottu

» Za pozitivni v IgG i v IgM povazujte vSechny
pasky, na kterych umisténi a usporadani
prouzku zhruba odpovida pozitivni kontrole



Vysledky - konfirmace

FTA- IgM 19G .
Zaver

ABS |ELISA |WB ELISA |WB

0 0 0 0 0 Nejde o lues. Asi faleSné
+ (napr. po ockovani)

0 0 0 0 0 PCR nutné. U Cerstvé inf.
je mozna seronegativita

+ 0 0 + + Opravdu jde o lues
latens, jak se
prepokladalo.

konfirmace neprovedena Darce je v poradku

+++ + + + + Jde o kongenitalni syfilis.

VysSetrime také krev
matky.




