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afinita # avidita

» afinita - sila interakce mezi jednim
paratopem a jednim epitopem

* avidita - zavisla na afinite
- vazebna energie mezi komplexnim
antigenem a protilatkou
- bere v uvahu valenci Ag a Ab



Aglutinace x precipitace

« Aglutinace
Ag + Ab — Ag-Ab
aglutinogen aglutinin aglutinat

makromolekularni
korpuskularni
nerozpustny

Protilatky namifené proti epitopum antigennich &astic vytvari mezi
korpuskulemi mustky, které vedou ke vzniku shlukd — aglutinatu.
jako Ag slouzi napft. téla bakterii

+  Precipitace

Ag + Ab — Ag-Ab
precipitinogen precipitin precipitat
nizkomolekularni

nekorpuskularni

rozpustny

Reakce mezi solubilnim antigenem a protilatkou s naslednym vznikem
precipitatu (hydrofobni vazby — nerozpustny komplex).



Piima

Ag jsou pfirozené soucasti povrch. struktur reagujicich
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Nepfima

Ag navazujeme na povrch Castice uméle

PF. latex-fixaCni test — Ag nebo Ab navazany na latex. ¢astici,
pokud dojde k aglutinaci, dokazujeme pfitomnost Ab nebo Ag

Revmatoidni faktor (Rf) je protilatka proti lidskému
gamaglobulinu bézné vyskytujici se v séru ve vysokych
koncentracich za urgitych podminek, zejména u pacientt trpicich

revmatoidni artritidou

Latexové Castice potazené lidskym gamaglobulinem. PFi zvySené
konc. Rf dojde k aglutinaci (pozitivni vysledek)
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(a) Reaction in a positive indirect test for
antibodies. When particles are coated
with antigens, agglutination indicates
the presence of antibodies, such as
the IgM shown here.

{b) Reaction in a positive indirect test for
antigens. When particles are coated with
monoclonal antibodies, agglutination
indicates the presence of antigens.
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Coombsuyv test
(antiglobulinovy test, AGT)

umoznuje detekci Cervenych krvinek, pokrytych imunoglobuliny (antierytrocytarni protilatky) nebo slozkami
komplementu

umozriuje detekci Eervenych krvinek senzibilizovanych imunoglobuliny a
slozkami komplementu ,in vivo* Y Positive tast result Tagens

Antigens on the
red blood cell's
surface

Y Human anti-RBC
antibody

pfimy Coombslv test se uziva k detekci protilatek Ci proteind
komplementu, které jsou navazany na povrch ¢ervenych krvinek.
Odebrany vzorek krve je zpracovan tak, ze pfitomné ¢ervené krvinky jsou
promyty (€imz se odstrani pacientova plazma) a nasledné se inkubuiji s
protilatkami proti lidskym imunoglobulinim (Coombsovo reagens). Pokud
dojde k viditelné aglutinaci ¢ervenych krvinek, pfimy Coombsuyv test je
povazovan za pozitivni, coz je diikazem, ze protilatky Ci proteiny

Antihuman
antibody
(Coombs reagent)

. s s o
komplementu Jsou navazany na pOVrCh erytrocytu Blood sample from a patient with The patient's washed RBCs agglutinate: antihuman
immune mediated haemolytic anaemia: RBCs are incubated with antibodies form links between
antibodies are shown attached to antihuman antibodies RBCs by binding to the human
antigens on the RBC surface. (Coombs reagent). antibodies on the RBCs.

irect antiglobulin test

vr s Positive test result
nepiimy

umozriuje detekci antierytrocytarnich protilatek pfitomnych v pacientové
séru Ci plazmé z davodu ,in vitro“ senzibilizace cervenych krvinek

nepfimy Coombsiv test je uzivan k prenatalnimu testovani t€hotnych zen
a k testovani krve pred krevni transfuzi. Slouzi k detekci protilatek proti
Cervenym krvinkam, které jsou pfitomny volné nenavazané v séru
pacienta. V tomto pfipadé je sérum extrahovano z krve a nasledné

inkubovano s erytrocyty se znamou antigenicitou. Pokud dojde k Reciplent's serum  Donor's blood sample is  Recipient's Ig's that target  Anti-human Ig's Agalutination of red blood
. P vr , o e e is obtained, added to the tube with the donor's red blood cells  (Coombs antibodies)  cells occurs, because
agluunaCl, Je neprl my Coombsuv teSt pOthlVﬂ I containing serum. form antibody-antigen are added to the human Ig's are attached to
antibodies (I1g's). complexes, solution. red blood cells,

http://cs.wikipedia.org/wiki/Coombs%C5%AFv_test



Precipitace

v tekutém prostredi

- vyuziva se efekt, ze pri reakci Ag-Ab vznika
zakal — precipitat, jehoz intenzita je pri
konstantnim mnozstvi pfidané protilatky umeérna
pridané koncentraci vysetrovaneho antigenu

- mereni intenzity zakalu — nefelometrie,
turbidimetrie

- obe metodiky umoznuji kvantitativni stanoveni

obsahu proteinu ve vzorku odectem z kalibracni
KFivky



Nefelometrie a turbidimetrie

reakce zalozené na mereni mnozstvi imunitnich
komplexu vytvorenych interakci specifickych
orotilatek s antigenem

Koncentrace prislusného Ag je umerna rychlosti
tvorby zakalu nebo hustote zakalu

stanoveni sérovych bilkovin

mereni probiha v tekutém prostredi v merici
kyvete (pufr, latka urychlujici reakci, Ag, Ab)

mnozstvi vytvorenych komplexu je p.u.konc. Ag




Nefelometrie

Twwr
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Precipitace

v gelu
- agaroza, agar - Ag i Ab difunduiji v prostiedi gelu a
- umoznuji detekel v misté&, kde konc. Ag i Ab
precipitacnich linii dosahnou optimilniho
. (ekvimolarniho) poméru vznika
- je zalozena na pasivni difuzi latek precipitat
v prostredi koncentracniho
gradientu
Point of
equivalence
Antibody in Equivalence/ Antigen in
excess Zone excess

Ky ol
g N /4\%556
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Podle poctu difundujicich &
reaktantu: |

lednoducha radialni

imunodifuze

koncetracni gradient jednoho z reaktantu
(vétSinou Ag)

druhy reaktant (vétSinou Ab) - rovhomérné
rozptylen ve strukture gelu

vysledkem jsou ostre ohraniCené krouzky
precipitatu

plocha prstence - p.u. konc. vysetfovaného

Single radial immunodiffusion

Ab-containing gel precipitin ring

|
® 6 o o

Ag
podle konc. standardu — kalibr. krivka
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dvoijita radialni
imunodifuze (podle Ouchterlonyho)
testovani vice materialu

gradient vytvari jak Ag,
tak Ab a dochazi k
protismerné difuzi obou
reaktantu (radialné)

v zone ekvivalence —
precipitacni linie, ktera
ukazuje na pozitivitu
reakce

hodnoceni - kvalitativni
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Partial |dentity MNon-ldentity

PC = Positive Control
Ag = Antigen
PT = Patient Serum

/fwww.immy.com/products/immunodiffusion/
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Kalibracni krivka —
charakterizuje vztah mezi
koncentraci vysetrované latky
a napr. prumérem kruhu na
prislusneé vysetrovaci desce



Komplementfixacni reakce (KFR)

imunologicka metoda patfici mezi zakladni serologicke metody, jez
funguji na principu reakce protilatky s antigenem, vyuziva
schopnosti komplementu vazat se na komplex antigenu s protilatkou

vyuziva se napr. k prukazu protilatek proti puvodcum respiracnich
infekci a rady virovych onemocnéni

|ze pouzit k identifikaci jak specifickych protilatek tak antigenu

reakce se hodnoti v nekolika redenich sera, jako vysledek se udava
nejvyssi fedéni séra (titr), pfi kterém jesté nedoslo k hemolyze
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Neutralizacni reakce

testované sérum se smicha s kulturou konkrétniho viru a necha se
inkubovat

— obsahuje-li testované serum protilatky proti tomuto viru, dojde k
vazbe protilatek na receptory viru a jeho inaktivaci

— neobsahuje-li sérum protilatky virus zustane aktivni
inkubovanym roztokem se poté naocCkuje bunécna kultura
— v pozitivnhim pripadé (sérum obsahuje protilatky proti viru)
inaktivovany virus neni schopen napadnout bunky a nedojde k
vytvoreni cytopatického efektu
— je-li sérum negativni, na bunécné kulture je pod mikroskopem
patrny cytopaticky efekt
metoda se obvykle provadi v nékolika redénich séra, jako vysledek
se udava nejvySsi fedéni sera (tzv. titr, tradiCne ve formé 1:xxx) pfi
kterém jesté nedoslo k cytopatickému efektu Ci onemocneni
(uhynuti) zvirete
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senzitivita a specifita

Pravdivé pozitivni: Nemocny je spravné identifikovan jako nemocny
FaleSné pozitivni: Zdravy je nespravne identifikovan jako nemocny
Pravdivé negativni: Zdravy je spravné identifikovan jako zdravy
FaleSné negativni: Nemocny je nespravné identifikovan jako zdravy.

je definovana jako pravdépodobnost, ze test bude pozitivni
u nemocnych

number of True Positives

sensitivity = — —
number of True Positives + number of False Negatives

Specificita je definovana jako pravdépodobnost, Ze test je negativni
u osob bez nemoci

. number of True Negatives
specificity =

number of True Negatives + number of False Positives



