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Rozdéleni imunologickych laboratornich metod

serologicé — detekce antigenti a protilatek
metody

bunécné - pocty a funkce jednotlivych typtl leukocytu

Monocyte Lymphocyte Neutrophil Eosinophil Basophil




Serologické metody

1. Klasické serologické metody:
- Aglutinace (prima, neprima)
- Precipitace (v kapaline, v gelu)
2. Imunochemické metody s naslednou detekci (imunoeseje)
- Imunofluorescence (prima, neprima)
- Imunoanalyza (EIA - ELISA, RIA, FIA, LIA)

- Imunoblot, imunodot

3. Metody zalozené na efektorovém ucinku protilatek (vyuzivany
v klinické mikrobiologii)




Serologické metody

Faze reakce antigenu (Ag) s protilatkou (Ab):

1. Primarni - rychla, neviditelna pouhym okem
- tvorba imunokomplexu Ag+Ab

2. Sekundarni — pomala, tvorba vétsich prostorovych shluku
(aglutinatl) nebo srazenin (precipitatu) pozorovatelnych okem

- uplatnuje se multivalence Ag a Ab
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Pokud nedochazi k sekundarni fazi reakce, je nutné imunokomplexy
vzniklé v primarni fazi vizualizovat — imunochemické metody
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Aglutinace x Precipitace

Aglutinace (shlukovani)
Ag + Ab —  Ag-Ab

aglutinogen aglutinin aglutinat
makromolekularni imunokomplex
korpuskularni ,Shluk”
nerozpustny

Precipitace (srazeni)

Ag + Ab —  Ag-Ab




Aglutinace

Prima
- korpuskularni antigen prirozené nese cilove epitopy
Pr. identifikace bakterii, hemaglutinace

Neprima
- rozpustny antigen navazany na povrchu vhodnych
makromolekularnich Castic (latex)

A4
L]




Hodnoceni aglutinace

KVALITATIVNI
- k aglutinaci dochazi nebo nedochazi (pozitivni / negativni)

KVANTITATIVNI

stanoveni nejvyssiho redeni sera, kdy je jeste patrna
aglutinace
titr = prevracena hodnota redeéni séra

(Fed&ni 1:32 —> titr 32)
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Latex-fixacni test

Revmatoidni faktor (RF)

- autoprotilatka namirena proti Fc Casti IgG molekuly

- Pritomen asi u 80% pacientu s revmatoidni artritidou.

- Pozitivni je téz u asi 5-10% nemocnych s jinymi
systemovymi autoimunitnimi chorobami, autoimunitni
hepatitidy, endocarditis lenta.

- Muze byt pozitivni i u zdravych osob.
- Diagnosticky nejdulezitéjSi je RF ve tfidé IgM

Princip testu:
Na latexovych Casticich je navazan lidsky IgG,
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Revmatoidni artritida

- symetrické zanétlivé onemocnéni kloubu
- Infiltrace sinovialni tkane plazmocyty, makrofagy, T, B a
zirnymi bunkami
- ty produkuji zanétlive mediatory, které indukuji tvorbu
enzymu degradujicich bilkoviny - destrukce kloubu
- muzi : zeny —1: 2-3
-1 % populace

- specifictéjsi diagnosticky test nez RF je stanoveni CCP
(cyklické citrulinované proteiny)




Stanoveni ASLO neprimou aglutinaci

- slouzi ke stanoveni protilatek v séru proti streptolysinu O
(exotoxin bakterii z rodu Streptococcus)

ASLO = anti streptolysin O antibodies

Princip testu:
- streptolysin O je navazany na povrchu latexovych Castic

- pokud jsou v séru pacienta pritomne protilatky proti
streptolysinu, dojde k jejich navazani na streptolysin na




Coombsuv test
(antiglobulinovy test, AGT)

Coombsovo reagens — smés polyspecifickych protilatek proti lidskym
imunoglobulinim a slozkam komplementu

Primy Coombsliv test - k detekci antierytrocytarnich protilatek
navazanych na erytrocyty in vivo

- Cervené krvinky jsou separovany z vysetfované krve a nasledné se
inkubuji s protilatkami proti lidskym imunoglobulinum (Coombsovo
reagens). Pokud dojde k viditelné aglutinaci Cervenych krvinek, test je
povazovan za pozitivni.

Neprimy Coombsuyv test — k detekci antierytrocytarnich protilatek v
séru smichaném s erytrocyty in vitro

- VySetfované serum se pfida k izolovanym erytrocytim se znamou
antigenicitou. Poté se prfida Coombsovo reagens a zjistuje se, zda
dochazi k aglutinaci.




antigIObulin test I http://cs.wikipedia.org/wiki/Coombs%C5%AFv_test I
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Y Human anti-RBC
antibody

Y Antihuman
antibody

(Coombs reagent)

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.

t antiglobulin test

Positive test result

=
Recipient's serum Donor's blood sample is Recipient's Ig's that target Anti-human Ig's Agglutination of red blood
is obtained, added to the tube with the donor's red blood cells (Coombs antibodies) cells occurs, because
containing serum. form antibody-antigen are added to the human Ig's are attached to

antibodies (Ig's). complexes. solution. red blood cells.



