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Reakce Ag - Ab

» primarni faze — rychla; vznik vazby jednotlivych
epitopu s vazebnymi misty protilatek; neni
patrna okem

» sekundarni faze — vznik prostoroveho komplexu;
uplatnuje se multivalence Ag a polyvalence Ab
(IgM-pentamer=10 vazeb.mist, ovSem realne je
k dispozici 5-6); patrné okem nebo koloidni
roztok — analyzatory




Klasicke serologicke reakce

— Aqglutinace - reakce mezi korpuskularnim Ag a Ab s naslednou
aglutinaci ¢astic; probéhne 1.+ 2.faze interakce Ag a Ab

— Precipitace — reakce mezi solubilnim Ag (nizkomolekularni) a
Ab s naslednym vznikem precipitatu
probéhne 1.+ 2.faze interakce Ag a Ab

— Imunoeseie — reakce mezi Ag a Ab vizualizovana enzymem,

fluorochromem n. radioaktivnhim zafricem (EIA, RIA n. FIA) ; vétsinou
probéhne jen 1. faze inter. Ag a Ab

— Metodiky vyuzivajici efektorového ucinku Ab:
Metodiky s aktivaci komplementového systému komplexem
Ag — Ab, napr. komplement-fixaCni reakce (KFR)

Metodiky s inhibici biologickych u¢inkd nékterych Ag, napfr.
neutralizacni test, hemaglutinacné inhibicni test (HIT)



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).



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
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Precipitace

v gelu
- agardza, agar - Ag i Ab difunduiji v prostfedi gelu a
- umoznuji detekci v misté, kde konc. Ag i Ab
precipitacnich linii dosahnou optimilniho
(ekvimolarniho) poméru vznika
- je zaloZzena na pasivni difuzi latek precipitat

v prostredi koncentracniho
gradientu
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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
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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 patrici mezi zakladni serologické metody, jez
funguji na principu reakce protilatky s antigenem, vyuziva schopnosti
komplementu vazat se na komplex antigenu s protilatkou

|ze pouzit k identifikaci jak specifickych protilatek tak antigenu

vyuziva se napf. k prukazu protilatek proti puvodcum respiracnich
infekci a fady virovych onemocnéni

reakce se hodnoti v nekolika redenich séra, 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 sérum protilatky neobsahuje-li sérum protilatky virus
proti tomuto viru, dojde k vazbeée zustane aktivni

protilatek na receptory viru a jeho

inaktivaci

inkubovanym roztokem se poté naocCkuje bunécna kultura

inaktivovany virus neni schopen na bunécné kulture je pod
napadnout buriky a nedojde k vytvoreni mikroskopem patrny cytopaticky
cytopatického efektu efekt
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metoda se obvykle provadi v nékolika fedénich séra, jako vysledek se udava nejvyssi redeni
séra (tzv. titr, tradicné ve formé 1:xxx) pfi kterém jesté nedoslo k cytopatickému efektu Ci

onemocneéni (uhynuti) zvifete



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



