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l  Uvod do serologie, precipitace a |
aglutinace

I Dynamika titru,
komplementfixacni reakce
a neutralizace

I Reakce se znacenymi slozkami I
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I Osnova

e primé a neprimé metody

« antigen a protilatka

e titr, dynamika titru protilatek

« precipitace, aglutinace, aglutinace na nosicich
« komplement, komplement fixacni reakce

« neutralizacni reakce

. tridy protilatek, avidita

« princip metod se znacenymi slozkami

« imunofluorescence, ELISA, Western blot, ...

« imunochromatografické metody

2/104



I Primeé vs. neprimeé metody

primeé neprimeé
« hledame mikroba, jeho  hledame protilatky
cast Ci jeho produkt
(produktem muze byt
napfriklad néjaky bakterialni
antigen di jed - toxin)

« protilatka neni soucasti ani
produktem mikroba
(produkt makroorganismu,
odezvou na c¢innost mikroba)

* agens je pritomno nyni « agens bylo pritomno nékdy

v minulosti

3/104



I Primé metody - prehled

Metoda Prukaz Identifikace
ve vzorku kmene

Mikroskopie ano ano

Kultivace ano ano

Biochemicka ne ano

identifikace

Prukaz antigenu, ano ano

toxinu

Pokus na zvireti ano V praxi ne

Molekularni metody ano V praxi ne*

*netyka se molekularni epidemiologie
(sledovani pribuznosti kmen) 4/104



I Neprimeé metody - prehled

* precipitace

« aglutinace

« aglutinace na nosicich

« komplementfixacni reakce (KFR)
« neutralizacni reakce

« metody se znacenymi slozkami:
- imunofluorescence
- ELISA
- Western blot
- imunochromatografie

5/104



I Antigeny

- latka navozujici produkci protilatek
« vazan do vazebného mista protilatky

« proteiny a sacharidy jsou imunogenni (stimuluji
specifickou imunitu)

 lipidy a nukleové kyseliny jsou neimunogenni
hapteny (imunogenni pouze jako konjugat s proteiny
nebo sacharidy)

« priklady: viroveé castice a jejich casti, bunécne
stény a jejich casti (lipoteichoové kyseliny,
lipopolysacharidy), biciky, fimbrie, toxiny bakterii

6/104
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I Bunecna stena bakterii:
Gram negativni (G-)

O polysaccharide —

Li I harid
ipopolysaccharide { Lipid A

=

e

Porin protein

Lipoprotein

Phospholipid

Outer memhrane{ I

Cell wall W e Tl
Peptidoglycan & A 7 ﬁ' substances

Plasma T
membrane |_ Ly, 0

Periplasm

[¢) Gram-negative cell wall
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I Lipopolysacharidy

soucast bunecné stéeny G- bakterii
« imunogenni vlastnosti (stimuluje specifickou imunitu)

« Lipid A (endotoxin)+ zakladni (core) polysacharid +
specificky polysacharid (O antigen)

« uvolnuje se z bakterialnich bunék po lyze (napr.
imunitnim systémem)

« v pripadé tézkych infekci muze vést k septickému
soku

8/104
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I Bunécna stena bakterii:
Gram pozitivni (G+)

Wall teichoic
,j i acid
f Cell wall {

Plasma ety
membrane |_ [y, " S
.I

Peptidoglycan

Lipoteichoic
acid

(b} Gram-positive cell wall
Caopyright £ 2004 Pearson Education, Ina., publishing as Benjamin Summings. classes midlandstech.edu

9/104



I Lipoteichoove kyseliny

soucast bunecné stéeny G+ bakterii
« imunogenni vlastnosti (stimuluje specifickou imunitu)

« uvolnuje se z bakterialnich bunék po lyze (napr.
lysozymem nebo B-laktamovymi ATB)

« v pripadé tézkych infekci muze vést k septickému
Soku (mensi pocet pripadld nez LPS)

10/
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| Protilatky

- glykoproteiny tvorené jako odpovéd na antigenni
vyzvu

» z rodiny imunoglobulinu
e soucast humoralni (latkové) imunity
« produkovany B-lymfocyty

« proteiny a sacharidy jsou imunogenni -» samy
protilatky jsou imunogenni struktury - mozné
vytvorit protilatky proti protilatkam

11/
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Protilatky (2)

N4 |
e L 7

lgM

——— Antigen — _
Binding Site

—_—

LEGEND

Fab Fragment, antigen-binding

Fc Fragment, crystallizable

CL Constant domain, Light Chain
CH Constant domain, Heavy Chain
VL Variable domain, Light Chain
VH Variable domain, Heavy Chain

Hypervariable Region

Variable Ragicn

- Constant Ragion

ebioscience.com
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| Tridy (izotypy) protilatek

+ IgG:

monomery (2 vazebna mista), pronika do tkani

opsonizace, aktivace komplementu klasickou
cestou, imunologicka pamet (opakované setkani s
antigenem), neutralizace toxinu

tvori se o néco pozdeji nez IgM

jediné prochazeji placentou (novorozenci maji
stejnou hladinu 1gG protilatek jako dospély)

13/
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| Tridy (izotypy) protilatek (2)

 IgM.

pentamer - nepronika to tkani

teoreticky 10 vazebnych mist (prakticky je jich
5 prostorovée blokovano)

aktivuje komplement, snadno aglutinuje

vytvareny jako prvni (jejich produkce nevyzaduje
izotypovy presmyk)

pokud dojde k infekci féetu, jsou IgM pritomny jiz
pFri narozeni (IgM musely byt vytvoreny fétem nikoli
matkou)

14/
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| Tridy (izotypy) protilatek (3)

 IgA:

sliznicni protilatky (tvoreny jen B-lymfocyty ve
sliznicich)

polocCas rozpadu asi 1 tyden —» vyskytuji se u
cerstvych infekci

dimery

blokada adheznich molekul (reaguji s adheznimi
molekulami bakterii), opsonizace, nema schopnost
aktivovat komplement

15/
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| Tridy (izotypy) protilatek (4)

 IgE:

- uvolnuje mediatory zanétu (histamin, serotonin,
prostaglandiny, leukotrieny),

- zodpovéedné za reakce casné precitlivelosti a
alergické reakce

- uloha v antiparazitarni obrane (Cervi)
- nestanovuje se jejich hladina
* IgD:
- nizké koncentrace v séru, nizka afinita k Ag

- nachazi se hlavné na povrchu B-lymfocytu, kde
ma funkci receptoru pro antigen - v mikrobiologii
se nevyuziva
16/
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J Afinita a avidita protilatek

 afinita = sila interakce jednoho vazebného mista s
jednim antigenem

« avidita = (celkova) sila, kterou polyvalentni protilatka
interaguje s polyvalentnim antigenem

e avidita vzrlsta s afinitou jednoho vazebného mista pro
jeden antigen a s poctem simultanné se uplatnujicich
vazebnych mist

« casné IgG protilatky jsou nizkoavidni, pozdni IgG
protilatky jsou vysokoavidni

« pentamer IgM, protilatky s vice (prakticky az péti)
vazebnymi misty, vazat antigeny s velmi velkou
aviditou, ackoliv afinita jednotlivych vazebnych mist
byva mala

17/
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I Serologické metody

« vSechny pracuji s vazbou antigenu a protilatky,
které spolu tvori komplex

« |iSi se pouze zplsob detekce komplexu Ag-Ab

- prukaz antigenu laboratorni protilatkou:
- pFimy prukaz
- detekce antigenu ve vzorku od pacienta,
identifikace/antigenni analyza kmene mikroba

- laboratorni protilatka ziskana ze zvirete

- prukaz protilatky laboratornim antigenem:
- nepfFimy prukaz

- pouzije se pacientovo sérum (v némz hledame

protilatky) 18/
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I Interpretace

- prukaz antigenu:

- pozitivni vysledek znamena pritomnost mikroba
v téle pacienta

- prukaz protilatek:

- pozitivni vysledek znamena, ze mikrob byl
pritomen v téle pacienta (nevime kdy v minulosti)

- odhad casu, kdy se mikrob setkal s pacientem:

« relativni mnozstvi protilatek (titr) a jeho
zmeny v case (dynamika titru)

« trida protilatek: IgM/IgG

« avidita protilatek (na pocatku infekce jsou
pritomny nizkoavidni Ab)

19/
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Interpretace neprimého prukazu

« primarni a sekundarni imunitni odpoved’

A
- lgG
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LAG 1

ﬁ} ﬂ‘ : Time

Antigen Antigen
(first exposure) (second exposure) openi.nlm.nih.gov
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I Interpretace neprimého prukazu (2)

« akutni infekce: velké mnozstvi protilatek, prevazné
tridy IgM, pripadné IgM i IgG (1)

« po prodélané infekci: malé mnozstvi protilatek,
pouze IgG (imunologicka pamet) (2)

« chronicka infekce: rlizné moznosti podle aktivity
infekce, mikrobialniho druhu apod.

(1)

(2)

21/

W aW|



I Interpretace neprimého prukazu (3)

« obtizné zjistit absolutni koncentraci protilatek
proti konkrétnimu antigenu (ne celkové mnozstvi
imunoglobulint) v jednotkach mol/I, mg/l apod.

« zjistuje se relativni mnozstvi konkrétnich protilatek
postupnym redénim pacientova séra:

- pozitivni reakce i po vysokém zredéni - v séru je
velké mnozstvi protilatky

- pozitivni reakce jen pri nizkém zredeéni - v séru
je malé mnozstvi protilatky

22/
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I Redéni séra geometrickou Fadou

« technicky nejjednodussi zpusob, jak redit sérum
pacienta

* nejCasteji pouziti geometrické rady s koeficientem 2

« vychazime z neredéného séra, nebo ze séra o urcCitém
predredeni (napfr. 1:5, 1:10, 1:50 apod.)

- v kazdém z dalsSich dulkud je sérum dvojnasobné
zfedéno oproti predchozimu: neredené — zredéné 2x
— zfedéné 4x - zredéné 8x — zfedeéné 16x — zredené

32X - zredéné 64x — zredéné 128x - zredéné 256x
e

23/
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I Redéni v serologii

« desetinasobneé zredeéeni:

- v biochemii: 1 dil séra : 9 dilu fyziol. roztoku
(psano redeni 1:9)

- v serologii: 1 dil séra : 9 dila fyziol. roztoku
(psano redéeni 1:10)

« provedeni stejné, ale zapis je jiny (!)

« jde jen o praktickou stranku zapisu (srovnejte:
1:9, 1:19, 1:39, 1:79, 1:159, ...
1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, ...)

24/
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I Geometricka rada

- bez predredéni plvodniho séra (na za¢dtku mame
pUvodni sérum, ve zkumavkdch mame pripraveno
stejné mnozstvi fyziologického roztoku, jaké odebereme

z plvodniho séra)

161 1(:'2 1(:54 1@8
e
s Y v

1:1 1:2 1:4 1:8 .
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| Geometricka fada (2)

- s predifedénim plvodniho séra, zde napr. 1:100 (na
zaCatku mame zredéné sérum, ve zkumavkach mame
pripraveno stejné mnozstvi fyziologického roztoku, jaké
odebereme z puvodniho zredéného séra)

1 500 1@:)200 1500 1500
- ]
D N ©

1:1001:200 1:400 1:800
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J Titr protilatek

 po naredeni séra pacienta podobné jako v ukolu 1
pridame antigen

« v zavislosti na konkrétnim typu reakce bud primo
vidime vysledek reakce (aglutinat, precipitat), nebo
ho musime znazornit pridanim dalsich slozek (napr.
komplementu, cervenych krvinek apod.)

* nejvyssi redeéni séra, kde jeste vidime pozitivni
reakci, se nazyva titr

@@9@@@5@

27/
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J Titr protilatek

* nejvyssi redéni séra, kde jesté vidime pozitivni
reakci, se nazyva titr

- neprokazujeme pritomnost puvodce choroby, ale
pouze reakci ¢asti imunitniho systému (!) -
znacna individualni variabilita imunitni odpovedi
mezi jednotlivymi pacienty

individualni variabilita mezi
malo reaktivnim a
/vysoce reaktivnim pacientem

(tj. stejné vysoky titr dvou
rdznych pacientl v rdznych
fazich infekce)

28/

W aW|



I Titr protilatek: dynamika titru

* nelze se spolehnout na samotnou vysi titru
« vychazime z dynamiky vyse titru

e pfi prvnim styku s Ag trva az 10 dni, nez je mozné je
béznymi serologickymi metodami prokazat - v prvnich
dnech infekce jsou serologické reakce casto
negativni

- prokazat muzeme nejen vzestup titru protildtek, ale
i pokles (subakutni infekce)

« velikost titru a dynamika titru neodpovida vyvoji
klinickych pfiznaku (!)

« mnozstvi protilatek casto vrcholi az po vymizeni
pFiznaku
29/
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J Titr protilatek: dynamika titru (2)

e 1 - 2: serokonverze
« 3 -4: vzestup titru

« 5 - 6: pokles titru
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I Diagnostika cerstve infekce

« vySetruji se dva vzorky séra

« prvni (akutni) vzorek odebran co nejdrive na
zacatku onemocneéni, popr. ihned pri podezreni na
urcitou infekci

« druhy (rekonvalescentni) vzorek odebiran
po 10 a vice dnech od prvniho vzorku

¢ parova séra:

- prvni vzorek je uchovavan v lednicce dokud neni
odebran i druhy vzorek; poté jsou oba hodnoceny
soucasne

- signifikantni je alespon ¢tyrnasobny vzestup titru
protilatek mezi prvnim a druhym vzorkem nebo

serokonverze (1. vzorek negativni, 2. pozitivni) .
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I Diagnostika cerstveé infekce (2)

* neparova séra:
- druhy vzorek je vysetren zvlast

- signifikantni je osmindasobny rozdil (kvUli mozné
laboratorni chybé; bézna laboratorni chyba u
serologickych reakci je jedno redéni)

- serokonverze vyzaduje, aby pozitivni nalez ve
druhém vzorku byl o jedno redéni vyssi nez zakladni
redeni (napf. zakladni redéni 1:4, pozitivni nalez ve
2. vzorku alespon 1:8)

32/
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I Spolecneé vilastnosti precipitace a
aglutinace

« dvé nejjednodussi serologické reakce

« pracujeme jen s antigenem a protilatkou bez
dalSich slozek

« dokazujeme antigen: pouzijeme zvireci (Ci
monoklonalni) protilatku, titr neni relevantni
informace

« dokazujeme protilatku: pouzijeme laboratorni
antigen, zajima nas titr protilatek (!) (relativni
mnozstvi protilatek)

33/
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I Precipitace, aglutinace, aglutinace
na nosicich

« precipitace: antigeny jsou ve forme izolovanych
makromolekul (rozpustné koloidni antigeny)

« aglutinace: antigen je soucasti bunky mikroba
(pracujeme s celymi mikroby, antigen je
korpuskularni)

« aglutinace na nosicich: precipitace prevedena na
aglutinaci; ptvodné izolované koloidni antigeny
jsou navazany na cizi ¢astici - nosic (latex, erytrocyt,
polyceluléza atp.)

34/
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J Precipitace
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J Aglutinace
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J Aglutinace na nosiéich
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I Prstencova precipitace k detekci
antigenu S. pyogenes

e umoznuje zjistit, ktery z extraktu streptokoka obsahuje
antigen S. pyogenes:

- zvireci sérum
s protilatkami

- ruzné extrakty
kmenu

Antigens
{soluble)

Zone of
equivalence:
visible precipitate

Antibodies

© 0 ¢
0 o
oo ©

« POZ: prstenec na styku
tekutin

@Io

y—k =
Ya—>

h{
6

(a) (b)
Cogryright & 2004 Paarson Educaion, ., publain
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Precipitace: reakce RRR, RPR,
VDRL

 netreponemoveé testy
- prukaz nespecifickych protilatek proti kardiolipinu
« provedeny v rtznych formatech:

- VDRL (Venereal Disease Research Laboratory) je
flokulacni (precipitacni) test na sklicku

- RRR (rychla reaginova reakce), je obdobou (Upravou)
reakce VDRL, pouzivaji se jamky

- reakce RPR (rapid plasma reagin), kde je odecitani
reakce vylepseno o makroskopickou vizualizaci
pomoci karbonovych castic, nebo pigment(

39/
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I Precipitace: reakce RRR, RPR,
VDRL (2)

« odecet RPR, znazornéni karbonovymi ¢asticemi

QOOOO

RPR-CARBON

microbeonline. com
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Precipitace v prukazu protilatek -
RRR

detekujeme protilatky, které jsou pozitivni u syfilis,
aCkoli to nejsou protilatky proti Treponema
pallidum

protilatky proti kardiolipinu
reakci provadime pouze kvalitativne

prvni dllek je pozitivni kontrola, druhy negativni,
pak mé kazdy pacient jen jeden dulek

smicha se vzdy 0,05 ml séra + 0,05 ml kardiolipinu

RRR mUze byt falesné pozitivni, proto je pozitivitu
potreba potvrdit napr. testem TPHA

41/
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Precipitace - mikroprecipitace v
agaru

mikroprecipitace v agaru dle Ouchterlonyho (tato
reakce neni v dnesnich ukolech)

do dllku uprostred je nalita tekutina obsahujici antigen
Ag difunduje agarem

obsahuje-li sérum Ab,
difunduji proti nému
a na jejich styku
vznikne precipitacni
linie

N\~

\
\

Antigen > <

napf. neprima
diagnostika
plicni aspergilozy
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I Aglutinace: demontrace ruznych
moznosti provedeni

studyblue.com

Negative result Positive result

(a)

¥ ¥ @

Negative result Positive result

(b)

Copynght © 2008 Pearson Educaton, inc , publsferg as Berjamin Cummangs
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I Aglutinace: antigenni analyza

- obycejné u obligatnich patogenu (salmonely,
shigely, yersinie) a u strfevnich izolatd E. coli pfi
podezreni na EPEC (deéti do 3 let) nebo EHEC

Capsule (K antigen, or
V. in Salmonella)

A
&
i

o
bl
il

\ Somatic (O antigen, or

cell wall antigen) bio.libretexts.org

\ - +

Flagellar (H antigen)
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I Ukol 2: Aglutinace - prukaz Ab

« prohlédnéete si mikrotitracni desticku se séry, u nichz
aglutinacné hledame protilatky proti Yersinia
enterocolitica

- v 1. dulku je sérum naredéno 1:100 a déle s
koeficientem 2

« jako antigen zde slouzi samotna bakterialni bunka

- aglutinace je mapovity povlacek na dné dtlku
(bunky jsou provazany protilatkami)

« negativni reakce je kompaktni pravidelna tecka
(sedimentované bakterialni bunky)

« stanovte a zapiste titr protilatek (pokud jsou
pritomny), zakreslete vysledek

45/
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I Ukol 2: Aglutinace - detekce
protilatek proti yersiniim

@@@ @ K+ pozitivni, titr = 1 : 200
@@@ @ C. 1 negativni

@@@ @ C. 2 pozitivni, titr = 1 : 800
@@@ @ C. 3 negativni

O @ (o) (o) ¢ 4pozitivni, titr = 1 : 200

1:100 1:200 1:400 1:800
O Aglutinace

@® Sedimentace volnych bakterii
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I Aglutinace - prukaz Ab (2)

 titr je nejvyssi redeni s pozitivni reakci

- aglutinace je mapovity povlacek na dné dulku
(bunky jsou provazany protilatkami)

« negativni reakce je kompaktni pravidelna tecka
(sedimentované bakterialni bunky)

O =

pozitivni negativni

47/
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I Demonstrace aglutinacni reakce
u tularémie:

« 1. rada:
aglutinat je viditelny
VvV redéni 1:2 a 1:4,
nikoli vSak jiz 1:8 a vySsim
titr je 1:4

¢ 2. rada:
v zadném dulku
neni aglutinace -
zadny titr,
negativni reakce

48/
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I Treponema pallidum pasivni
hemaglutinace (TPHA)

¢ screeningovy test syfilis

« antigen T. pallidum ssp. pallidum Nichols (tzv. Nicholstv
kmen) vazan na kureci erytrocyty —» aglutinace na
nosici, nosicem je erytrocyt (odtud Cervena barva)

« pozitivni reakce vznik mapovitého poviacku

« negativni reakce sedimentace @ -
¢astic na dno dulku

« dnes se v tomto testu Cervené
krvinky nahrazuji polycelulozovymi
casticemi - zkratka TPPA

medicine.mcgill.ca
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Treponema pallidum pasivni
hemaglutinace (TPHA)

pozitivni kontrola

negativni kontrola

vlastni reakce

pacienti1l,2a 3

technické dalky negativni kontrola
kazdého pacienta 50/
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I Komplement

humoralni slozka imunity

soubor sérovych a membranovych glykoproteinu

- nejdulezitéjsi jsou C1-C9

funguji v kaskade, zdkladem je stepeni neaktivni
slozky na mensi biologicky aktivni ¢ast (mediatory

zanetu C3a, C4a, C5a) a vetsi éast s proteolytickou
aktivitou (fragmenty b)

konecny produkt kaskady je membranu atakujici
komplex (C5b, C6, C7, C8, 13-18 C9) tvorici p6r v
membrane - lyze bunky

51/
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I Komplement (2)

« drahy aktivace komplementu:

lisSi se od sebe zplsobem aktivace klicové slozky C3

VVVVVV

je tvorba C3b z C3

klasicka (aktivace komplexem Ag-Ab,
fylogeneticky nejmladsi, musi se nejdrive vytvorit
protilatky pro boj s infekci)

lektinova (varianta klasické drahy, mannose-binding
lectin; lektiny jsou proteiny schopné specificky
rozpoznavat a vazat cukry volné i vazané)

alternativni (aktivace povrchem patogenu,
fylogeneticky nejstarsi, C3b slouzi k opsonizaci
patogenu)

52/
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I Komplement fixacni reakce (KFR)

« vyuziva vlastnosti komplementu:

- schopnost vazat se jen na komplex Ag-Ab
(nevaze se na samotny antigen ani na
samotnou protilatku)

- vede k lyzi bunky

« navazani komplementu na komplex Ag-Ab neni samo
0 sobé viditelné - pridavame indikatorovy systém

« indikatorovy systém (tvoren Ag a Ab, aby se na né;
mohl komplement také vazat)

- antigen = berani erytrocyty; protilatka = kralici
Ab proti beranim erytrocytidm (amboceptor)
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KFR: princip pozitivni a negativni
reakce

complement added sensitised red cells
serum with specific antigen added to bind antigen- added but no surplus intact red cells
antibodies to bind antibodies antibody complexes complement settle in pellet

serum but - added complement free complement
i free antigen — - red cells lyse
no antibodies carmaine anbeiiid binds sensitised Y
red cells

http://micrognome.priobe.net

tjji 2013. Creative Commaons
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I KFR: princip pozitivni a negativni
reakce (2)

« POZ = erytrocyty sedimentuji
(komplement byl vyvazan
komplexem hledaného Ag a Ab)

« NEG = hemolyza (komplement
nebyl vyvazan komplexem

hledaného Ag a Ab, zbyl a mohl = s
lyzovat erytrocyty) _@©@@@
e nevyuziva se pacientuv komplement (variabilita

mezi pacienty); inaktivuje se zahratim tak, aby nebyly
poskozeny pacientovy protilatky (30 min/56 °C)

« vyuzivaji se 2 hemolytickeé jednotky morceciho
komplementu (hemolyticka jednotka = mnozstvi,
které prave staci hemolyzovat jednu pracovni davku

senzibilizovanych erytrocyt() 55/
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I Falesna pozitivita a negativita KFR

« falesna negativita:

- prilis mnoho komplementu hemolyzuje erytrocyty
| v pritomnosti hledaného komplexu Ag-Ab

- predchazime mu kontrolou (titrovanim)
komplementu (napf. redéni 2, 1, 0,5, 0,25
hemolytické jednotky)

« falesna pozitivita:

- néktera slozka séra vyvazuje komplement sama
o sobeé (nebo je sérum chylézni ¢i kontaminované)

- test antikomplementarity = bézné provedeny
test, ale bez pridani antigenu — pokud je i tak
vyvazan komplement, vysledek se nehodnoti a krev

je nutné odebrat znovu
56/
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I Ukol 3: Schematicka analyza KFR
vC. testovani antikomplementarity

« v nasledujicich schématech rozhodnéte, ve kterych

pripadech zustava po prvni fazi volny komplement
(zakrouzkujte co plati)

« pripojte slovni popis vysledku (hemolyza,
sedimentace erytrocytu)
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I Ukol 4: Stanoveni protilatek
(respiracni nakazy)
e pacient s dlouhotrvajicimi respiracnimi problémy, malo

klinickych projevl, nejpravdépodobnéjsi diagnoza
atypické pneumonie

« atypickd pneumonie mUze byt zpusobena mnoha
respiracnimi viry, avsak také nekterymi bakteriemi
(Mycoplasma, Chlamydia)

« pripadna mykoplasmova/chlamydiova etiologie by
znamenala mozny ucinek ATB

e U Vvird by ATB smysl neméla
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I Ukol 4: Stanoveni protilatek
(respiracni nakazy) (2)

« cela desticka patri jednomu pacientovi

- mame Sest respirac¢nich patogenu, kazdy je ve dvou
radcich (akutni vzorek a rekonvalescentni)

« prvni sloupec je test antikomplementarity

* nasleduje sedm redéeni séra - ve druhém sloupci 1:5
a pak geometrickou radou s koeficientem 2

« kromé vird (chfipka A, chripka B, parainfluenza,
adenovirus, RS virus), je ve skale i bakterie
Mycoplasma pneumoniae
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I Ukol 4: Stanoveni protilatek
(respirac¢ni nakazy) (3)

- odectéte titry KFR u jednotlivych pacientu

« vénujte pozornost kontrolam
antikomplementarity séra v prvnim dulku

« vysledek zakreslete, zapiste titr a pokuste se o
interpretaci nalezu
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I Ukol 4: Stanoveni protilatek
(respiracni nakazy) (4)

« chripka A: oba titry 1:5 (pacient se s onemochenim
drive setkal, ale nejedna se o akutni onemocneni)

« parainfluenza
« adenovirus

RS virus _

zadné protilatky, tzn., ze se
pacient s infekci nikdy
nesetkal

« Mycoplasma pneumoniae:

- vzestup titruv 1:10 na 1:160 (16 nasobny
vzestup, alespon ctyrnasobny vzestup je

signifikantni)

- silné podezreni na prave probihajici infekci
Mycoplasma pneumoniae
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I Neutralizacni reakce

« serologické metody, pri nichz protilatka brani
béZnym projevum antigenu (nej¢astéji viru)

- virus neutralizacni test:
« Ab neutralizuje infekc¢nost viru

« bunécna (tkdnova) kultura naockovana smeési viru
s Ab zUstane beze zmény (metabolicky efekt, pH,
fenolova Cerven)

- hemaglutinacne inhibicni test

« v pritomnosti Ab neni virus schopen
aglutinovat erytrocyty (nikoli hemolyzovat!)

- ASLO = prukaz antisteptolyzinu O (protilatky
schopné vyvolat autoimunitni reakci), neni to
neprimy prukaz
62/
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I ASLO (dg. pozdnich nasledku
streptokokovych infekci)

po kazdé streptokokové infekci tvorba Ab, vC. Ab proti
streptolyzinu O (streptokokovy toxin)

v pripadée, ze mnozstvi téchto protilatek po infekci

stoupa, zkrizené reaguji s nékterymi strukturami
organismu - pozdni nasledky streptokokovych
infekci

revmaticka horecka, akutni glomerulonefritida

ASLO: zjisteni miry protilatkové odpovedi po
prodelané streptokokové infekci (neprokazujeme tedy
infekci - ta uz probéhla - ale zda nedochazi k vyvoji
autoimunitni reakce)

hledame primo protilatky (ne patogen) - ASLO tedy
neni neprimy prtkaz (patogenu)
63/
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j AsLO (2)

« neutralizace hemolyzy

« streptolyzin O za béznych okolnosti (nepritomnost
protilatek) hemolyzuje cervené krvinky
NEG = hemolyza

« v pritomnosti protilatky antistreptolyzinu O dochazi
k zabrané hemolyzy a krvinky mohou sedimentovat
POZ = zabrana hemolyzy

. titr nad cca 200 m.j. riziko pozdnich nasledku

Jamka 1 2 3 4 5 5) 7 8 9 10 11 12
e o o o |
:gzldendlky nehrozi hranicni hrozi
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j AsLO (3)

« desticka se odecita nalezato, prvni radek je
pozitivni kontrola

« dalsi radky jsou jednotlivi pacienti

« hodnoty redéni jsou uvedeny v protokolu

sy
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I Ukol 5: HIT - hemaglutinaéné
inhibicni test

« mame nékolik pacientl s podezrenim na kliStovou
encefalitidu, jiz testovanych pomoci KFR (viz ukol 4)

- HIT jako nezavisly test k ovéreni vysledkl KFR
(pozor jedna se o jiné pacienty nez v ukolu 4)

« v pritomnosti Ab neni virus schopen aglutinovat
erytrocyty (nikoli hemolyzovat!)

- POZ = sedimentace erytrocytu (protilatka
zabranila shlukovani, erytrocyty sedimentuiji)

- NEG = shluk krvinek (protilatka nebyla pritomna
nebo ji byla prilis malo, nedokazala zabranit viru ve
shlukovani krvinek)
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I Ukol 5: HIT - hemaglutinaéné
inhibicni test (2)

Components

RBCs

Interaction

T
O

Microtiter Results

No Reaction

©

Hemagglutination

| ,x %
7w ’9:
)

—
Ee. =

Hemagglutination
Inhibition

O

microbeonline.com

HI titer 10

60 320 640 1,280
apeni.nlm.nih. gow
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I Ukol 5: HIT - hemaglutinaéné
inhibicni test (3)

odectéte vysledky HIT u klistové encefalitidy - Ctyri
pacienti (K, L, M, N), u kazdého akutni a
rekonvalescentni sérum

v prvnim radku je pozitivni kontrola

v prvnim sloupci redéni 1 : 5 a dale geometricka
rada s koeficientem 2 (1 : 10, 1 : 20 atd.)

ucinte pravdépodobny zaver (akutni infekce/pouze
pametové protilatky/...)

kontrola antigenu - kontroluje, ze antigen (virus) bez
protilatky je schopen shlukovat

kontrola erytrocytu - kontroluje, Ze erytrocyty
neshlukuji samy od sebe
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I Ukol 5: HIT - hemaglutinaéné
inhibicni test (4)

e spravné melo vyjit:
- jeden z pacientl je zrejmé akutné nemocen
- dva se s infekci setkali
- Jeden se nesetkal

69/
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I Princip metod se znacenymi
slozkami

zakladem jsou imunochemickeé reakce Ag-Ab in vitro

vysoce citlivé metody (citlivéjsi nez KFR, neutralizace
nebo aglutinace na nosicich; ty jsou zase citlivejsi nez
obycejna precipitace nebo aglutinace)

vlastnosti protilatek vyuzivané v reakci:

- schopnost vazat se na siroké mnozstvi Ag

- schopnost vazat se na povrch plastu (polystyren)
- specifita (i pro jednotlivé tridy Ab)

- sila vazby (kompex Ag-Ab je stabilni pri pouziti
riznych separacnich metod nebo promyvani)

pro detekci a kvantitativni vyjadreni vysledku jsou

Ag nebo Ab znaceny indikatorem
70/
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I Princip metod se znacenymi
slozkami (2)

« indikator:
- |ze mérit s vysokou presnosti a reprodukovatelnosti
- radioizotopové metody: radioaktivni izotopy (1251)

- neradioizotopové metody: enzym, fluorescencni
latka, koloidni Castice apod.

« viceslozkové reakce funguijici jako retézec (retezec
riznych Ag a Ab, posledni v radé znacen indikadtorem)

« prvni slozka se vaze na povrch, dale se postupne
navazuji dalsi jednotlivé slozky

- jeden z kroku je pouziti vzorku od pacienta (pokud
hledanou slozku obsahuje, v dalSich krocich se navazi
dalsi slozky a reakce bude pozitivni)
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I Princip metod se znacenymi
slozkami (3)

¢ promyvani:
- pokud by v reakci zGstaly i nenavdzané slozky,
nedokazali bychom odlisit pozitivni a negativni reakci

- po kazdém kroku reakce nasleduje promyti -
zustanou pritomny pouze slozky navazané na
pevny povrch, resp. posledni clanek retézce

- je-li retézec prerusen, promyti odplavi vse za
mistem preruseni
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] Biokonjugace

« chemicka metoda vytvarejici stabilni kovalentni
vazby mezi dvéema molekulami, z nichz alespon
jedna je biomolekula (napr. imunoglobulin)

« druha molekula mtze byt napr. fluorescencni barva,
enzym, lécCivo, ...

« obé molekuly jsou spojeny linkerem

nanocs.net
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I Konjugat

« jedna se o protilatku proti protilatce

« protilatka proti druhove specifickym Ig prislusného
izotypu (proti IgG, IgM, IgA)

« biokonjugaci je na protilatku navazan
- fluorofor (imunofluorescence)

- enzym, nejcasteji alkalicka fosfataza a kfenova
peroxidaza (ELISA)

- Castice, nejcastéji latexova, uhlikova, koloidni
zlato (imunochormatografie)
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Imunofluorescence

prima

igen Present Antigen Absent

Treatment with labeled antibody

&ntigen Present Antigen Absent

UV Light Unbound antibody washed away U+ Light

Fluorescence observed where antigen is located

di.ug.edu.au
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Imunofluorescence
neprima

Antigen Present

Antigen Absent

Treatment with unlabelled primary antibody

Antigen Present &ntigen absent

Unbound antibody washed away

Lntigen Present Antigen Absent

76/
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Imunofluorescence
neprima (2)

£ntigen Present

Antigen Absent

Unbound secondary antibody washed away
U Light U Light

1

Antigen Present Antigen Absent

Fluorescence observed wherever antigen is located

77/
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I Vysledek primé a neprime IMF

« z podstaty nemuzeme odlisit pfimou a neprimou
metodu

* neprimé metody jsou citlivéjsi (zesileni signalu)




I Ukoly 6 a 7: PFima a nepfima IMF

« popiste jak vypada vysledek pfimé a neprimé IMF

« doplnte do schématu, ktera cCast je antigen,
protilatka, sekundarni protilatka a znacka

« cervene vybarveéte slozku ziskanou od pacienta,
modre vybarvéte slozky dodané laboratori
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I Chemiluminiscence

« chemiluminiscence je emise svetla (luminiscence)
jako vysledek chemické reakce

« pri reakci vznika excitovany meziprodukt, ktery
prechazi zpét do zakladniho stavu vyzarenim
svetelného kvanta

* luminol (modre zari po
pridani vhodného oxidacniho
Cinidla; vyuziti napr. pri
detekci stopovych mnozstvi
krve v kriminalistice
- zelezo katalyzuje reakci)

« derivaty akridinu

« difenyl oxalat (Cyalum,; svitici tycinky ...)
80/
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I Chemiluminiscencni imunoanalyza
na mikrocasticich (CMIA)

varianta CLIA (chemiluminiscencni imunoanalyza)

v prvnim kroku se prida vzorek k paramagnetickym
mikrocasticim, které jsou potazené protilatkami

analyzovana latka ve vzorku se navaze na protilatky
na mikrocasticich - promyti —» v druhém kroku se
prida konjugat (napr. s akridinem) - promyti

pridaji se roztoky peroxidu vodiku a hydroxidu sodného

vznik excitovaného meziproduktu — pri prechodu
do zakladniho stavu emise fotonu

vysledna chemiluminiscencni reakce je primo
umeérna koncentraci analyzovane latky
(meéri se v RLU, relative light units)
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I Chemiluminiscenc¢ni imunoanalyza
na mikrocasticich (2)

* reakce se vyhodnocuje na zakladé porovnani
nameérené hodnoty s hodnotou cut off (kalibracni

roztoky)

aﬁe!@

Immune Reaction
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Q
¢

Magnetic Seperation

GoldMag ® particles
coated with anti-HE4 mAb

HE4 in human serum
Other nonspecific antigen

Ma, T. et al. Micromachines 2017, 8(5), 149; doi:10.3390/mi8050149
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Chemiluminescence Reaction
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j IMF

vs. imunohistochemie.

sy Fay L Q iy

Add primary
antibody

A I A
Add secondary
conjugated to
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fluorescence
microscopy
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Coloured precipitate
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Wisualise using

Brightfield Microscopy

di.ug.edu.au
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| ELISA

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

jedna z nejpouzivanéjsich metod k detekci
antigenu i protilatek

moznost automatizace a vysetreni velkého poctu
vzorku narédz (obycejné 96-jamkové desticky, jeden
pacient mé jeden dulek)

k dispozici soupravy k prukazu Ag a Ab skoro proti
vSem mikrobum v jednotlivych tridach Ig

nuloveé radiacni nebezpecdi oproti radioizotopovym
metodam —» malé naroky na laborator a personal

dnes jiz pomeérne levna metoda
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J ELISA (2)

alkalicka fosfataza

> Al A

Substrate
- L7

Substrate \ Secondary Antibody

Conjugate

Primary Antibody ) \ /
/) 'CG njugate .4‘, \ Capture Antibody

DIRECT ELISA INDIRECT ELISA SANDWICH ELISA
bosterbio.com 85/
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J ELISA (3)

« popiste pozitivni a negativni reakci
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I Overeni avidity protilatek
u pozitivniho pacienta
« avidni roztok = roztok urey, ktery rozrusuje vazbu

Ag-Ab (nizkoavidni Ab podléhaji rozruseni vazby vice -
mohou byt odstranény v promyvacim kroku)

« mozné vypocitat aviditu pomoci hodnot
absorbance v ,nornalnim* dtlku (N) a dilku s avidnim
roztokem (Av)

index avidity: Av/N x 100

« poté nalezneme index avidity
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I Western blot (imunoblot)

« to blot = presat (z agaru na nitrocelulézovou
membranu)

 slovni hricka:
- Southern blot = analyza DNA (Edwin Southern)
- Northern blot = analyza RNA
- Western blot = analyza proteinu
- Eastern blot = detekce posttranslacnich modifikaci

 technika pripravy hrubé smési antigend

- elektroforetické rozdeleni (SDS-PAGE): antigeny
jsou nejdrive za pomoci detergentu (SDS) rozdeleny v
polyakrylamidovém gelu (PAGE) podle mol. hmotnosti
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I Western blot (2)

po rozdéleni elektroforézou SDS-PAGE ziskame gel s
jednotlivymi frakcemi (polypeptidové prouzky)

presati: z gelu mizeme presat prouzky bud opét

vV /7 na

malo pouzivana metoda, casove narocna)

blokovani: zbyla mista na membrané je treba
vyblokovat (membrana vaze proteiny!) levnym
proteinem (BSA, kasein —» zredéné odstredéné mléko)

detekce:

- na membraneé jsou rozdélené Ag - metoda slouzi
jen k detekci protilatek

- postupujeme jako pri reakci ELISA
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] Western blot (3)
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I Western blot (4)

zenou sablonou

\'4
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I Imunobloty (vyhodnoceni)

* jsou-li pritomny alespon dva specifické pruhy
(zvyraznéné na Sabloné) hodnoti se jako pozitivni
- vyjimky napr. u borreliovych infekci:
« u lgG stadi, je-li pozitivni jen jeden pruh, je-li to
pruh VvIsE (je vysoce specificky)
« u lgM stadi, je-li pozitivni jen jeden pruh, je-li to
pruh ospC (je vysoce specificky)
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I Imunobloty (vyhodnoceni)

« U moderniho typu blotlU se pouzivaji rekombinantni
antigeny, ktery jsou umistény na povrch prouzku
specialni technologii (misto SDS-PAGE)

« imunoblot se umisti do skeneru a vyhodnoti se
stupen ,tmavosti“ pomoci specialniho software

« moznost klasického vizualniho hodnoceni
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I Imunobloty (vyhodnoceni) (2)

* jsou-li pritomny alespon dva specifické pruhy
(zvyraznéné na Sabloné) hodnoti se jako pozitivni
- vyjimky napr. u borreliovych infekci:
« u lgG stadi, je-li pozitivni jen jeden pruh, je-li to
pruh VvIsE (je vysoce specificky)
« u lgM stadi, je-li pozitivni jen jeden pruh, je-li to
pruh ospC (je vysoce specificky)
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| Imunobloty (vyhodnoceni) (3)

TestLine s.r.o. Kfizikova 68, Bmo 612 00, tel./fax. 541 243 390

PROTOKOL S VYOBRAZENIM VALIDACNIHO STRIPU

PROTOCOL WITH VALIDATION STRIP

BLOT-LINE Borrelia/HGA IgM
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| Imunobloty (vyhodnoceni) (4)
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I Imunochromatograficke testy

jednoduse pouzitelna ,zarizeni”“ pro odhaleni
prislusného analytu (detekce patogennich
mikroorganismu, jejich toxint apod.)

« funguje na principu kapilarity (neni potreba promyvat),
kdy analyt cestuje porézni vrstvou, promicha se s
konjugatem a prochazi pres testovaci a kontrolni zénu

* nitrocelulézova membrana, na které jsou
imobilizovany Ab tvorici testovaci a kontrolni zénu

 dale jsou obsazeny tFi razné podlozky:
- pro aplikaci vzorku
- konjugat (Ab-Castice; koloidni zlato, latex, uhlik, ...)

- absorpcni (napomaha vzlinani vzorku)
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I Imunochromatografickeé testy (2)

Conjugate pad Capture/test line N Control line

o' »
? 1\? ¥ p

Sample pad

NP-antibody conjugates Absorbent pad

Nitrocellulose membrane

* Capillary flow
y _.-"/.\_' '—'}:'

Analyte

T 5 pubs.rsc.org 98/
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Imunochromatograficke testy (3)

Sample pad(@)

Conjugation pad(b)

e
Test zone!'.C)

@ —Target analyte

Y. Gold nanoparticle with
Syt . - . .
Ta+*  immobilized antibodies

N/ — Antibody

Control zone(d)  Absorbent pad

Eltzov E. et al. Electroanalysis 2015, 27, 2116 - 21
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I Imunochromatografickeé testy (4)

(a) (b)
Absorption pad

Control band (C)—_

openi.nlm.nih.gov
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] Imunochromatografické testy (5)

Sample pad Sample hole
Plastic scalehoa Plastic hood
Conjugate pad
Test result window
Test lin
MNitrocellulose ontrol line
membrane

Absorbent p

openi.nlm.nih.gov
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I Po tomto cviceni byste meéli umet:

« diskutovat rozdil mezi pfimymi a neprimymi metodami

« popsat co je to antigen a co protilatka, v€etné vhodnych
prikladd v oblasti mikrobiologie

« popsat obecny princip serologickych reakci

e popsat precipitaci, aglutinaci a aglutinaci na nosicich,
véetné priklad®
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I Po tomto cviceni byste meéli umet:

« vysveétlit, co je to titr a dynamika titru, vcetné
konkrétnich pripadl, na kterych vysvétlite o jaké
stadium onemocnéni se jedna

« vysvetlit, jakou roli ma komplement v imunitnich degjich
a které vlastnosti komplementu vyuziva serologie ve
svych metodach

« vysvetlit princip KFR, v€etné objasnéni moznosti vzniku
falesné pozitivity a negativity a opatreni, které laborator
Cini, aby jim zabranila

« vysvetlit rozdil mezi aglutinaci a neutralizaci a uvést
neutralizacni metody pouzivané s serologii

« diskutovat vyznam ASLO, vcCetné jeho provedeni
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I Po tomto cviceni byste meéli umet:

« vysveétlit Ulohu jednotlivych tfid protilatek

« vysvetlit pojmy afinita a avidita véetné moznosti
uplatnéni v diagnostice

« vysvétlit principy metod se znacenymi slozkami a jejich
vyuziti v diagnostice

e popsat rozdily mezi prfimym a neprimym usporadanim
metod se znacenymi slozkami
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