Metody pouzivaneé v klinické
praxi

‘Metody vyuzivajici sérologicke reakce

*Testy funkce a poctu bunék imunitniho systému
-Zaklady alergologického vysetreni
‘imunologickeé vysetreni a zaklady interpretace
vysledku imunologickych laboratori

*Priklad vysetreni v laboratorich



metody vyuzivajici serologicke reakce

V kapalinach
V gelu

. Jednoducha imunodifiize
. dvojita imunodifize

Kombinace s elfo
. Imunoelektroforéza podle Williamse a Grabara
. Raketova imunoelektroforéza
. Protismérna
. Dvojrozmeérna

. Imunonefelometrie
. Imunoturbidimetrie

a) RIA
b) FIA
c)EIA



Casové rozdéleni metod

Metody |.generace
* Nekteré techniky v roztoku — precipitacni, aglutinacni, KFR

Metody Il.generace
« Kvantitativné i slozité smési antigenu,
* |Imunodifuze, imunoelfo

Metody lll.generace

« Velmi citlivé metody, stanovi Ag, Ab i hapteny
* Imunoanalyzy — pf. RIA, FIA, EIA, imunoturbidimetrie
 — nefelometrie, -fluorimetrie, popf jejich kombinace

Metody IV.generace
« Kontinualné meri Ag, Ab i hapteny
e Imunosenzory



Priklady metod I.-1V. generace

Metody |.generace — pacientiv vzorek obsahuiici S.

aureus koaguluje kraliCi plasmu

Metody II.generace — ve vz. pacienta se identifikuji

povrchove Ag S. aureus pomoci fibrinogenu / IgG, rutinni, nasleduje
citlivost

Metody lll.generace - stanoveni Ag pouzdra S. aureus,

odhaleni MRSA (metycilin rezist.), bez pouzdra — reakce s
fibrinogenem nebo neo IgG

I\/Ietody IV.generace — Zjisténi rezistentniho kmene

hned! CM-MP Castice (Carboxylate modified microparticles)
navazany na latex a detekuji kapsularni polysacharidy S. aureus ve
vzorku pacienta. Silna, jasneé viditélna aglutinace za 20s.



Precipitacni krivka

* 1929 Helidelberg a Kendall — popsali
reakci rozpustného Ag s odpovidajici Ab
ve vhodném pomeru.

* Vysledek reakce — precipitat

« Stanovili precipitacni krivku a 3 oblasti
reakce Ag s Ab



Serologické metody - precipitace

Imunoprecipitacni kiivka (Ag — antigen, Ab — protilatka)

Oblast ekvivalence
Precipitacni metody
Oblast nadbytku protilatky
Nekompetitivni metody
nadbytek nadbytek « zakalové nefelometrie

AD , A9 turbidimetrie

elvivalence « s markerem EIA, IRMA..

Oblast nadbytku antigenu
Kompetitivni metody
» heterogenni RIA, ELISA..
* homogenni EMIT (EIA)...

mnozstvi precipitatu

mnozstvi antigenu

- faktory ovlivnujici precipitaci:

yp Ab /napr. 1gG/

eplota — se zvysujici se teplotou
se urychluje precipitace /napf. 38°C/
zajemna koncentrace Ag a Ab
H

ontovy naboj

var a velikost Casti
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Precipitacni krivka

Konstantni mnozstvi protilatky v kaidé zkumavce
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Zvysujici se koncentrace antigenu

Zavislost tvorby precipitatu na vzajemne
koncentraci protilatka — antigen (Stanly,
2002)



PRECIPITACE
PRECIPITACNI metody: e ‘ e

o

VZNIKLY PRECIPITAT

Ag + Ab Bl oAb
precipitinogen precipitin  precipitat srazenina
solubilni /rozpustny/

- delime:
A) v kapalinach :
l. prstencova
— prstenec srazeniny precipitatu

ll. sklickova — urceni pod mikroskopem
B) v gelu:
IMUNODIFUZE

‘vyuziti : ke stanoveni Ag, Ab, H



PRECIPITACNI metody:

« praxe — 1. zjisténi vyskytu Ci stanoveni Ab v séru pfi inf.
onemocnéni 2. identifikace Ag (patogena)
- Koncentrace Ab se vyjadiuje jako TITR SERA.

. =.79jmen§i zredeni Ab, které jeste reaguje s Ag
* -hodnoceni : kvalitativné — odecCteni okem
.(vantitativné ;

* a, zjiSténim mnozstvi precipitatu

* b, zjisténim mnozstvi Ag v precipitatu Ci supernatantu
* C,zmena optickych vlastnosti vzorku — 2 metody :

« NEFELOMETRIE —.I'URBIDIMETRIE

* Velmi nizké mn. precipitatu lze hodnotit pomoci
detekénich systému vyuzivajicich Ab nebo Ag znacené
radioizotopem, fluoresc. Latkou, enzymem, luminiscencni
latkou



1. FAZE

. Mulséra -

50l Fediciho roztoku

2. FAZE

50pl Fedéného séra

- PRIKLAD:
pacient XY

Titrace séra

": 1:32 _ N
1:64 | VYSLEDNE REDENi SERA

. TITR SERA

pievracena hodnot_z_i
. nejvySSiho Fedéni |
_vyfetfovaného séra,
~ kde jesté probiha
~ pozitivni reakce

posledni pozitivni reakce
probiha ve zkumavce
s Fedénim séra 1:32
===TITR = 32




pr. Precipitacni imunochemické metody

Screeningové metody — jednoduché precipitacni testy terénni kazetove

testy pracujici v oblasti ekvivalence, imunochromatografické

mo¢, vytér z nosu, pochvy, konecniku, ne krev! Stanoveni Ag
nebo Ab a jejich vizualizace barevnou slozkou

N T C N T C
Negativni vysledek Pozitivni vysledek

Za nepritomnosti nebo nedostatku drogy ve vzorku moce
vytvori protilatka imunokomplex (precipitat) se znaCenou
drogou vazanou v misté testu T. (S — vzorek, C — kontrola)



Vyuziti:

Rychlé chromatograficke testy — stanoveni pritomnosti
drogy v telesnych tekutinach,

Ab (na desce pritomny antigen

nebo Ag (na desce pritomna protilatka, napr.u infekCnich
nemoci (Chlamydie, Streptococcus pneumoniae,
gonadotropin u tehotnych zen

Adenovirus, Rotavirus, Helicobacter pylori, Influenza A,B)



Imunodifuze

- specificka reakce Ag s Ab - precipitace
/gel z agaru nebo agarozy/- AGAR meés polysacharidu
extrahovanych z cervenych morskych ras

-l’rodnl’ agar nutno precistovat .’rakcionaci
vznikaji 2 slozky:garoza
- neobsahuje vedlejsi aniontoveé skupiny - pro difuzi vice
vhodna
- standardnejsi slozeni nez agar a nizsi schopnost
nespecifické adsorpce

‘garopektin
- obsahuje aniontové skupiny .o difuzi nevhodny



Imunodifuze

rozvareni agarozy v pufru na vodni lazni

* naneseni na sklenene desticky — ztuhnuti ve vodorovne
poloze /pfri teploté pod 42°C/

e princip ID:
* -vzajemna volna difuze Ab a Ag v gelu na z¢
koncentrac¢niho spadu a uti

mista s
vznikaji precipitacni Iinieﬁlouck stenc
[zaleZi na pouZitém materialu

« -vzniklé precipitaty defekujeme:

( - zakal
‘ — Coomassie blue, amidocern

uhy

u, Ag,
- vznik precipitatu je déj postupny!!!




Imunodifuze

- rozdéleni imunodifuznich metod:
ednoducha imunodifuze — gelem difunduje pouze jedna slozka —Ag nebo Ab
vojita imunodifuze — gelem difunduji obé slozky— Ag i Ab
— slozka putuje v gelu jednim smerem
' /radialni/— slozka putuje vice sméry
Ag a Ab si neodpovidaji — nevytvori se precipitacni linie
Smés vice typl Ag a Ab — pocet linii odpovida poctu sobé si odpovidajicich paru
Ab a Ag




Imunodifuze

roztok s Ag
gel s Ab
olej

precipitaini
lirde

jednoducha imunodifuze- migruje 1 slozka:
1. slozka se smicha s gelem uz pri jeho pripravé
(nemigruje)

2. slozka se aplikuje nasledné do vyrezanych jamek —
MIGRUJE — v misté vyrovnani koncentraci vznika Eecipitac"m’ linie
{

- ve spodni casti zkumavKky agarozovy gel s Ab, prevrstveno
roztokem s Ag - zalito parafinovym olejem — zébrana
odparovani

- ¢cim je Ag koncentrovanéjsi, tim dale od roztoku s Ag
vznikaji precipitacni linie  /odecitatelne/si/
- vyuziti: [etekce poétu Ag péru



Imunodifuze

- na sklenén stiCku se nalije gel, ktery
obsahuje Ab migruje

inkubace ve vlhké komurce ve vodorovné
poloze — difuze vSemi smeéry (radialni)

0 obarveni - modre precipitacni prstence

m je vzorek koncentrovanejsi — vetsi
prumér prstence

— zmeéreni druhé mocniny prumeru prstencl —
vyneseni kalibracni krivky a odecet koncentrace
neznameho vzorku-

guz’iti :

Blinicka praxe: stanoveni koncentrace

IgG, IgA, IgM, IgD, slozek
komplementu a proteinu akutni faze

kalihracni

f‘rr: 10l g Ic 1"'

roztok

jamky - vzorky:

-gel s Ab
iyziologicky roztok —blank
zorky o neznamé
koncentraci

lrzorky 0 znamé koncentraci
(kalibracni)



Imunodifuze

_precipitacni

Lirde

« dvojita imunodifuze
« - gelem difunduji obé slozky

* - koncentrace Ag a Ab musi byt vzajemné ekvivalentni
— proti prekryvani linii

* -ve zkumavce agarézovy gel s Ab a agarozovy gel s
Ag

* - mezi nimi cisty gel — v misté vyrovnani koncentraci se
vytvori precipitacni linie-

- vyuziti: [kvalitativni dukaz Ag

ljréem’ imunochemicke pribuznosti ¢i odlisnosti Ag



Imunodifuze
~a

na sklenéné desky nanesen cisty gel
mensSi jamky — ruzné Ag Ci riizné
koncentrace jednoho Ag

vetSi prostfedni jamka — Ab
koncentrovanéjsSi Ag — precipitacni
obloucky blize jamky s Ab

inkubace ve vihké komurce

pocCet precipitacnich linii odpovida poctu
odpovidajicich si paru Ag a Ab

Vyuziti — prukaz Ab pfi alergickych
alveolitidach, prukaz Ab proti
nékterym patogenum, napr.




Imunodifuze

1 a2 castecné wentické mélkters
deterruriantsy navic

2 a3 identicke
3 nekteré deterrananty navic nez 4

. e Haf 21 neodposidari
dwva 1denticke bz I : -

o -vyuziti: A
litrace Ag -
koncentrace Ag
urcuje umisténi
precipitacni linie
BHokaz pritomnosti Ab
l)orovnévénl' identity a
neidentity Ag smeési
isténi
precipitacni linie

- menSi molekula se dostane dale do gelu



Souhrn vyuziti ID

« Kvalitativni | kvantitativni stanoveni Ag, a
Ab, porovnani Ag smesi

» stanoveni koncentrace IgG, IgA, IgM, IgD,
slozek komplementu a proteinu akutni
faze

» prukaz Ab pfi alergickych alveolitidach,
prukaz Ab proti nékterym patogenum,
napr.



Imunoelektroforeticke metody

kombinace metod elektroforetickych a imunodifuznich

Bilkoviny se déli v zavislosti na molekulové vaze a elektrické
naboji jednotlivych molekul. Pri bézné elfo se sérum déli na
zonu albuminu, a -1, a - 2, 8, y globulinui. Stanoveni
zastoupeni jednotlivych frakci miize mit vyznam pri hodnoceni
stadia zaneétlivého procesu. Pri akutnich zanétech stoupa
zastoupeni a — 1, pozdéji i a — 2, pri chronickcych zanétech
dochazi ke zvyseni zastoupeni y globulinl a poklesu albuminu.
imunoelektroforéza podle WILLIAMSE a GRABARA

RAKETOVA imunoelektroforéza

PROTISMERNA imunoelektroforéza

DVOJROZMERNA imunoelektroforéza

Pr. imunoelektroforéza podle WILLIAMSE a GRABARA:

- 19563 Williams a Grabar
- 2 stupné: 1. naliti desticky ( agardzni gel s pufrem )
vytvoreni 2 Zlabku a naneseni Ag mezi né
po rozdéleni elektroforézou se do Zlabku 2. napipetuji protilatky
inkubace 48 hodin v lednici [[lbchazi k DIFUZI
Il iste ekvivalence se vytvaii PRECIPITAGNI oblouéky




Aglutinacni metody

+ Ag + Ab oAb
e aglutinogen aglutinin aglutinat

- princip : KORPUSKULARNI / &asticovy / Ag,

- solubilni je vazan Castice

 pri reakci dochazi ke shlukovani Ag a Ab na zaklade vytvareni
mustku - Ab mezi bunkami za vzniku shluku

* prima — pouziti bakterii, bunék

* neprima, pasivni — na jejich povrch je Ag umeéle navazan,
pr.latex-fixacni test, HIT

* Predpoklady ke vzniku vazeb:

1. dostatek Ab,

2. pritomnost Ab proti riznym epitopim

3. vzdalenost mezi casticemi co nejvetsi 4. Ab funkcne
jednovazebné nevytvari aglutinaci (lgAmono, IgE, IgG) —
inkompletni Ab viz hemaglutinace



PRECIPITACE

Rozdil mezi aglutinaci a precipitaci s Ao

o

VZNIKLY PRECIPITAT

AGLUTINACE BAKTERIALNICH TEL

KORPUSKULARNI SPECIFICKA
ANTIGEN PROTILATKA

5

VZNIKLY AGLUTINAT

Hodnoceni aglutinace:

kvalitativhe - odecteni
okem

kvantitativne :

a) zjisténim mnoZstvi
aglutinatu

b) zjistenim mnozstvi Ag
v aglutinatu Ci
supernatantu




Aglutinace

* vyuziti : ke stanoveni Ag, Ab, H (viz precipitacni
metody)
1. K urCovani izolovanych bakterialnich kmenu

2. K prukazu Ab proti patogenum —\Widalova reakce —
prukaz tyfu (Salmonella typhi), paratyfu
(Salmonella paratyphi )A,B,C, Weil-Felixova —
skvrnitého tyfu (Rickettsia prowazekii) Proteus
vulgaris, Ab proti Francisella tularensis,

3. K prukazu Treponema p., EBV — mononukledza,
brucelozy, listeriozy

4. Nepfima - k prukazu auto Ab proti stitné zlaze, Ab
proti autoAg



Latexova aglutinace, latex-fixacni test

* rychlé kvalitativni stanoveni

 Ag nebo Ab imobilizovan na latexovych
kulickach

« Stanoveni Ab proti IgG — revmatoidni
faktor

* Prukaz patogennich Antigenu
(Helicobacter pylori, Adeno a
Rotavirus)



Latexova aglutinace, latex-fixacni

test

AGLUTINACE NA LATEXOVYCH CASTICICH

solubilni latexovd latexova Castice SPECIFICKA
antigeny Castice s antigenem PROTILATKA

 T—

T garel =

PRECIPITACE

SOLUBILNI SPECIFICKA
ANTIGEN PROTILATKA

o

VZNIKLY PRECIPITAT

TR
S o




Tyfus - Salmonella typhi

Paratyfus - Salmonella paratyphi A,B,C
podobné priznaky jako tyfus

Skvrnity tyfus, blechy, ves satni, kliste -
Rickettsia prowazekii -Proteus vulgaris,
horecCka, tresavka, vyrazka

Adenovirus, Rotavirus gastrointestinalni
infekce



Hemaglutinacni

Ag + Ab B g-Ab
hemaglutinogen  hemaglutin hemaglutinat
- savCi krvinky (i Casti)

- dochazi ke shlukovani krvinek, vliivem komplementu
Cl virove castice pak dochazi k LYZI.

Ke zviditelneni aglutinacnich reakci pri pouziti
iInkompletnich Ab je mozno pouzit

a) aglutinaci v bilkovinném prostredi b) v prostredi s
proteolytickymi enzymy c) pouzitim antiglobulinoveho
Coombsova séra - kraliCi ab proti lidskym Ig



Hemaglutinace

vyuziti: K zjiStovani krevnich skupin a prukaz Ab proti
krevnim elementum. Primy Coombsuv test — k prukazu
navazanych antierytrocytarnich Ab, reakce pacientovych
ery s Coombsovym antisérem, pritomnost navazanych
Ab se projevi hemaglutinatem

Neprimy Coombsuv test — k prukazu cirkulujicich
antierytrocytarnich Ab

1. faze, pacinetovo sérum s ery od darce, navazani Ab pokud jsou
pfitomny, vymyti, pfidani Coomsova séra, které zpusobi aglutinaci
pri 2 reakcich:

.(FR — komlement fixacni reakce

BT - hemaglutinacné inhibiéni test :



HIT

« Patri také mezi metody serologicke, zalozené na
inhibici biologickych ucinku antigenu
 HIT — pasivni hemaglutinace

* Ery pak aglutinuji — shlukuji se jen v pritomnosti
specifické Ab

l)dpowda-ll protilatka Ag, po pridani obalenych
ERY Ag se Ag vyvaze a vznikne HEMAGLUTINAT

Ab + Ag - Ery maglutinat, probéhne
hemaglutinace




HIT

neodpovida-li protilatka virovemu Ag, nedojde
kK hemaglutinaci

 situace, kdy pridame stejny Ag do reakce

.« Ab + Ag lutingt + stejnyAg IR
Ag -Ab + Ag - W inhibice hemaglutinace

 Metodou /nh/blce paSIvn/ hemaglutinace Ize dokazat
velmi malé mn. rozpustneho Ag nebo H (metoda je velmi

citliva)
pro vyhodnoceni mizeme pouzit i optické metody
Vyuziti: Prakaz Ab proti patogen. Ag jako Candida
Albicans, Aspergillus fumigatus, Treponema pallidum



Komplementove metody

» slozky reakce: Ab, Ag, C, ERY, hemolyzin

.Ab- vysetrovane serum

- chceme v ném prokazat protilatku / komplement
Vv séru je tepelné inaktivovan /

.znémy specificky Ag

- jsou-li v séru Ab, vytvori se imunokomplex IK

OMPLEMENT - zdrojem nejCastéji serum
morcete (vaze se na IK a aktivuje protilatku)

hemolyticky kgmplex: komplex Ag /berani ERY/
a protilatky B AMBOCEPTORu /hemolyzinul/,
ziskaneho imunizaci kraliCiho sera beranimi

erytrocyty
. #y doslo k hemolyze je nutna spoluucas
KOMPLEMENTU a inkubace 30 minut pfi 30




KFR

rubeh reakgg
ﬁ’OZITIVNI ./e vySetfovaném séru je Ab

protilatka v séru vytvori komplex s Ag — na néj se
navaze komplement. Po pfidani hemolytického
sistému nezbyva jiz komplement do 2. casti reakce

hemolyze NEDOJDE:
EGATIVNI ./e vySetrovanem seéru neni Ab

- v 1. fazi reakce se nevytvori IK — komplement se
nevyvaze a zbyva do 2. faze reakce, kdy aktivuje
hemolyzin

IBOJDE k hemolyze:

- velmi zalezi na mnozstvi komplementu — kazdy
vzorek se musi titrovat, aby bylo mnozstvi
komplementu konstantni



KFR - vyuziti

* pouziti:
lﬁagnostika nemoci prijice /syfilis/, stanoveni
ADb proti patogennim Ag bakterie (Bordetella, Brucella,

Borrelie, Campilobacter,...), viry (Adenov. Cytomegalov.,
EBV...), prvoci (Toxoplazma...)

l/e virologii prukaz protilatek témer vSech
virovych nakaz

l‘ypizace neznamych Ag nove izolovanych
viru

')r&kaz protiorganovych Ab



Vysetreni komplementového systemu

« Stanovuji se

a) hladiny jednotlivych slozek K v séru —

za pomoci antisér, vetsinou proti C3, C4, C1q
b) celkova aktivita komplementove kaskady-

Se provadi testem CH50 — (50% hemolyza zpusobena
komplementem), stupen hemolyzy zavisi na mnozstvi
pridaného K, neprima umera

Vyuziti: K detekci poruch nedostateénéh mn. Nebo defektu
slozek K systemu

ReakcCni smes:

2%nalev krvinek, Ab(hemolyzin), C komerc¢ni (vySetrované
séerum)

Vysledek: lyze bunek, vyCereni



Vysetreni cirkulujicich a
deponovanych IK

* Principy metodik
 Ag+Ag=IK, CIK, DIK

1. Vyuzivajici fyz — chem vilastnosti — CIK-
nejvetsi makromolekuly sera mohou byt
preciptovany pomoci PEG
(polyetylenglykol). Precipitat je umerny
mn. cirkulujicich CIK



Vysetreni CIK

« 2. CIK na sebe vazi C1 — C3 slozky K. V prvni fazi se
odstrani nenavazany C1q. V druhé fazi se stanovi

koncentrace C1q, jez odrazi i hladinu CIK (totéez pro
C3,C4)

« 3. prukaz vazbou na burnky, které exprimuiji receptor pro
Fc gragment IgG. Lze vyuzit trombocyty, zirné, fagocyty
»  Vyuziti: Pro monitoring jakychkoliv zanétlivych procesu.
Pro diagnostiku imunokomplexovych chorob je
provadi po bioptickém odbéru vzorku z tkané (kuze,
svaly, ledviny) pomoci prime fluorescence se prokazuje
ulozeni IgG



Zakalove reakce

metoda probihajici v roztoku

Princip: pri reakci Ag a Ab vznika zakal-precipitat, jehoz intenzita je pri
konstantnim mnozstvim mn. Ab umeérna koncentraci vysetrovaného Ag

IREFELOMETRIE — rozptyl

monochrom. svétla méreného
pod uhlem, méfi se intenzita
zablesku svétla odrazeného od IK
(Tyndal. efekt), vybojka nebo

sdrase ného | MEFEL OMET RIE
laser —

TURBIDIM ETRIE

TURBIDIMETRIE — ubytek monochrom. svetla o 320nm pri
pruchodu vzorkem v kyveté méreného ve stejné roviné
Vyhoda: moznost automatizace, rychlost provedeni, presnost,
ale vyssi cena, dioda, mene presna



Vyuziti: Stanoveni c lg, hlavnich serovych
proteinu, stanoveni serovych bilk.(slozky C,
proteiny akut. faze (CRP — stand. 2mgl,
transferin, alfa2 — makroglobulin)

Uskali: V prec. kfivce je tieba vymezit oblasti:

a)zona vyuzitelna pro mereni, foblast nadbytku Ab

b)Kriticky bod, oblast ekvivalence, zde lezi nejuyssi

konc. Ag, kterou Ize jeSte mérit

C)ObIaSt za krit. bOdem, zde nelze méfit

Dva rezimy stanoveni
— meéfri se v prostredi polyetyléenglykolu
— meéfri se kineticky , v kratkych Casovych intervalech



