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Laboratorne vysetrenie IN VITRO

* Preanalyticka faza
- odber, priprava, spracovanie vzorky pred zahajenim laboratorneho vysetrenia
- skladovanie, transport

* Analyticka faza
- kalibracia a justovanie zariadeni (analyza kontrol- IKK, EHK)

- prevedenie lab. vySetrenia + kontrol
- spracovanie vysledkov, LIS

* Postanalyticka faza

- skladovanie, likvidacia materialu
- preskumanie vysledkov, uvolnenie, uchovavanie LIS - NIS



Rozdelenie imunologickych laboratornych metod
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serologické (humoralne)- detekcia antigénov a protilatok,
Metody < preukazanie tvorby protilatok proti infekcnému agens

bunecné- pocty a funkcie jednotlivych typov leukocytov
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Serologické metody

1. Klasické serologické metddy
- Aglutinacia (priama / nepriama)
- Precipitacia (v kvapaline, v géle)

2. Imunochemické metody s naslednou detekciou

- Imunofluroscencie (priama / nepriama)
- Imunoanalyza (EIA-ELISA, RIA, FIA, LIA)
- Imunoblot, imunodot

3. Metody zalozené na efektorovom ucinku protilatok (vyuzivané v
klinickej mikrobiologii)
- Komplement fixaCné reakcie
- Inhibi¢né a neutralizacné testy



http://www.wikiskripta.eu

Imunoprecipitacni kiivka

mnozZstvi

Serologické metody o=t |t
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Reakcia antigénu (Ag) s protilatkou (Ab) = imunokomplex:

1. Primarna —rychla, nepozorovatelna volnym okom
faza — tvorba imunokomplexov Ag + Ab
—vznik vazby jednotlivych epitopov s vazbovymi miestami protilatok

mnoZstvi antigenu

2. Sekundarna — pomala, pozorovatelna volnym okom
faza — uplatiuje sa multivalencia Ag a polyvalencia Ab
— vznik priestorového komplexu

Pokial nedochadza k sekundarnej faze reakcie, je nutné imunokomplexy vzniknuté v
primarnej faze vizualizovat — imunochemické metddy



Aglutinacia vs Precipitacia

Aglutinacia (zhlukovanie)
Ag + Ab

aglutinogén aglutinin
makromolekularny

korpuskularny
nerozpustny

Agglutination and Precipitation

Agglutination

=

Bacterium
Ag-Ab

aglutinat
imunokomplex ,,zhluk”

Protilatky namierené proti epitopom antigénnych Castic vytvaraju medzi korpuskulami mostiky, ktoré vedu k vzniku

zhlukov (aglutinatov)
Precipitacia (zrazanie)
Ag + Ab

precipitogén precipitin

nizkomolekularny
nekorpuskularny
rozpustny

Precipitation
Ag-Ab NI
e e, # SOIUbIe
precipitat

imunokomplex ,,zrazenina“

molecule

Reakcia medzi solubilnym antigénom a protilatkou s naslednym vznikom precipitatu (hydrofébne vazby —

nerozpustny komplex)



Aglutinacia
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Direct Antuglchuim Test
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Hodnotenie aglutinacie

« KVALITATIVNE

- aglutinacii dochadza / nedochadza (pozitivnha / negativna)

* KVANTITATIVNE
- stanovenie najvyssieho riedenia séra, kedy je este badatelna aglutinacia
- titer (titr) = prevratena hodnota riedenia séra

(riedenie 1:32 - titer 32)



Revmatoidni artritida

e Systémové autoimunitni onemocnéni — poskozeni kloubd .
e Priciny — genetika + faktory vnéjsiho prostredi

Patologicka citrulinace proteinli — imunitni systém rozpoznd imunodominantni
epitopy =2 imunitni reakce, produkce autoprotilatek

V kloubu se tvori zanétliva tkan — pannus — naruseni chrupavky

Osteoklasty — degradace kosti NELaMmaToR? [ 728 SESNLATE

CYTOKINES ANTIRODIES

* muzi:zeny1l:2-3 g R,
(RF) gt
* 1% populace
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e Stanoveni: revmatodni faktor (RF) + protilatky = "
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POZITIV NEGATIV ~ NEGATIV

Latex-fixacny test

07
* Reumatoidny faktor (RF) .
- autoprotilatka namierena proti Fc casti IgG molekuly e e e

pritomny asi u 80% pacientov s reumatoidnou artritidou

pozitivny je tiez u asi 5-10% chorych s inymi systémovymi autoimunitnymi
ochoreniami, autoimunitné hepatitidy, SLE, Sjogren(iv syndrom

moze byt pozitivny i u zdravych osob

diagnosticky najdblezitejsi je RF v triede IgM (rutinné se meéri nefelometricky!)

Princip testu aglutinace na nosicich:
@ = Latex beads

‘@ @ + )%( >f{  —— . 4 = Human IgG
@ poe @ @  Of<=wF

IgG Coated Patient serum Agglutination
Latex containing RF of Latex




Ukol ¢. 1

Stanoveni RF pomoci latexovée aglutinace

Latex beads

= Human IgG
RF

IgG Coated Patient serum Agglutination
Latex containing RF of Latex



Streptokokova infekce a pozdni nasledky

 Streptokoky skupiny C maji M protein - jeho struktura je podobna strukturam

srdce nebo ledvin — molekularni mimikry

* Protilatky proti M proteinu zkfiZzené reaguiji s témito strukturami =

» Poststreptokokova sterilni karditida, glomerulonefritida

* Béhem streptokokové infekce se také tvori
ASLO — anti-streptolyzin O antibodies

* Stanovuje se pri podezreni na poststreptokokové
sterilni nasledky

Streptococcus pyogenes

Exotoxins : M prote ae)

SPEA,Band C

Sr::ea t;l5 SI O M protein
o' Lipoteichoic acid (LTA)
reptokinases

Protein F and Sfb



Stanovenie ASLO (ASO) nepriamou aglutinaciou

)

STREPTOCOCCUS STREPTOLYSIN O ANTI-

STREPTOLYSIN O
PYOGENES ANTIGEN ANTIBODY

* ASLO- anti streptolysin O antibodies

 Sluzi k stanoveniu protilatok v sére proti Streptolysinu O (exotoxin bakterii z rodu
Streptococcus)
* Princip testu:

- Stejny jako u RF — latexova aglutinace (na latexovych Casticich vazan
streptolyzin O)




Precipitacia

1. V géle
- Jednoduchda RID
- Dvojita RID
2. V tekutom prostredi T
- Nefelometria °0 o ey
- Turbidimetria o|”
‘.q: }%%E:ﬂr:;;luu
A
SOA




Precipitacia v géle — jednoducha RID

* Prostredi — agarozovy gel
* Princip

1. Do gelu je pri teploté tésné pred tuhnutim pridana protilatka
proti hledanému antigenu (napf. chceme stanovit C5 2
v gelu protilatka proti C5)

Ztuhnuti gelu
Vykrojeni jamek do gelu
Pipetujeme kalibratory a vzorky

Antigen difunfuje do gelu — v misté ekvimolarni koncentrace
Ag-Ab se vytvori kruhovy precipitat

6. Primér a plocha kruhu je dmérnd mnoistvi antigenu ve
vzorku

Al

Agross gel contains specific antibodies for
the target antigens in patient sample

2- antibodies or antigens in sample diffuse

3- precipitin ring formation




Radialna imunodifuzia

* Pomocou RID je mozné stanovit koncentracie mnohych bielkovinovych sucasti
séra
* Metodika sa v minulosti pouzivala pri merani hladin celkového IgG, IgA, 1gM,

zloziek komplementu alebo réznych proteinov akutnej faze- vacsina tychto
vysetreni je dnes automatizovana a prevadzana na principe nefelometrie

* Stanovenie C2 a C5 zloziek komplementu!



e Jednoduchda RID

koncentracny gradient jedného z reaktantov
(vacsSinou Ag)

druhy reaktant (va¢sinou Ab)- rovhomerne
rozptyleny v strukture gélu
vysledkom su ostro ohranicené kruzka precipitatu

plocha prstenca = umerna koncentracii
vysetrovaného Ag

podla konc. standardu — kalibracna krivka

Single radial immunodiffusion

Ab-containing gel precipitin ring

il
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(© Elsevier. Male et al.: Immunology - www.studentconsult.com



Kalibracna krivka

* Charakterizuje vztah medzi koncentraciou vysSetrovanej latky a
priemerom kruhov na prislusnej vySetrovacej doske

Ahin gel

_
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 Dvojita RID (podla Ouchterlonyho)

- sledujeme antigennu pribuznost antigénov
Prostredi — Cisty gel — do jamek pipetujeme antigen i
protilatku

gradient vytvara ako Ag, tak Ab a dochadza k
protismernej difuzii oboch reaktantov (radialne)

v zone ekvivalencie — precipitacna linia, ktora ukazuje na
pozitivitu reakcie

hodnotenie: kvalitativne

(@) (b () , ..
Antigens with epitope A Anti-B-B Anti-A-A Anti-A-A precipitate spur
Antigen Al_nigcn Antigen Antigen
with with with with
epitope A cpitope Bl epitopes epitope B
Aand B
. i Anti-A-A Anti-B-B ' Anti-B-B
Anti-A-A Yiffusing recipitate i arimitate
precipitate antigen L precipitate precipitate

Anti-A-AB/
Anti-B-AB —*
precipitate

Anti-A Anti-B

Diffusing antibody )
Anti-B

Anti-A

Anti-A antiserum

IDENTITY NONIDENTITY PARTIAL IDENTITY




Precipitacia- v tekutom prostredi

* VWyuziva sa efekt, ze pri reakcii Ag-Ab vznika zakal- precipitat, ktorého intenzita je
pri konstantnom mnozstve pridanej protilatky Umerna pridanej koncentracii
vysetrovaného antigénu

* Meranie intenzity zakalu: nefelometria, turbidimetria — Tyndallv jev

* Obe metodiky umoznuju kvantitativne stanovenie obsahu proteinov vo vzorke
odcitanim z kalibracnej krivky

the scattering of a light
beam when it passes

through a colloid
water colloid

{

Tyndall effec

card



Nefelometria a turbidimetria

Reakcie zalozené na merani mnozstva imunitnych komplexov vytvorenych
interakciou Specifickych protilatok s antigénom

e Stanovenie sérovych bielkovin

 Meranie prebieha v tekutom prostredi v meracej kyvete (pufr, latka urychlujuca
reakciu, Ag, Ab)

Mnozstvo vytvorenych komplexov je umerné koncentracii Ag



nefelometria je 5-10x citlivejsia

Precipitacia v tekutom prostredi T el e

Nefelometria
- vhodna pre nizsie koncentracie

detektor je v smere kolmom na
vstupujuci lG¢

0O

Meria mnozZstvo svetla
rozptyleného pri prechode luca
(mnozstvo svetla odrazeného od
_ vznikajucich komplexov)

viditel'né svetlo

p

Turbidimetria
- Vhodna pre koncentrovanejsie roztoky

detektor je v ose luca

00O

viditel'né svetlo

Meria mnozZstvo prechadzajuceho
svetla

(Ubytok intenzity svetla, ktoré preslo
roztokom v kyvete)

(



Dynamika precipitacnich reakci

Imunoprecipitacni krivka (Heidelberg-Kendallova)
1) Oblast nadbytku protilatky — méreni pristrojem
2) Zona ekvivalence

3) Oblast nadbytku antigenu — protilatka spotrebovana,
imunokomplexy se rozpadaji a odezva

.
FE .
»

na detektoru klesa = Hook efekt

Zaver: Pro 2 rozdilné koncentrace antigenu lze ziskat jednu
hodnotu absorbance - riziko faleSné nizkych hodnot

Pristroje maji rizné postupy, jak Hook efekt rozpoznat

Antigen-antibody percipitated

omg | % N
et I TP

2725 2 -
Zoneof : Zone of : Zone of
antibody : equivalence : antigen

excess excess

e
Prozone  Concentration of antigen Postzone




Pri nefelometrickém i turbidimetrickém mereni musi zUstat

zachovana podminka nadbytku protilatky v reakéni smési

1. ¥ = Increasing lima 4. Sample Addition
2 Y= nCreasing scarer Elgf‘-ﬂ| 5. Anl |.'|l:llﬂ:u' Addinon
3. Bufier Addition

Méreni zakalu je relevantni pouze ve
vzestupné casti kfivky — probiha kinetickym
promeérovanim vzorku s intervalem 5 vtefin

1. X = Haachon ima |Iin S8oonids)
2. Y = Hale rasponses

3. response [ anbidody axcass
4, Reapansa il antigen Excess

Po probéhlé reakci pristroj do reakéni smeési prida antigen:
1) Pokud absorbance odpét stoupne (3) méreni probéhlo v
oblasti nadbytku protilatky (tvofi se nové
imunokomplexy) a pro vypocet koncentrace analytu tedy
mUzZe byt pouzZita namérena hodnota absorbance

2)

plvodniho redéni

Pokud po pridavku antigenu k nardstu signalu nedojde
(4) = protilatka byla spotfebovana (pfiliS mnoho
antigenu) = analyza musi byt opakovana znovu s vyssim

redénim vzorku



Beckman Coulter IMMAGE 800

e Stanovenie koncentracie:

* |
- imunoglobuliny: 1gG, IgA, IgM (g/!)
- proteiny akutnej faze: CRP (mg/l)
- (RF+ASLO)

* |l:
- Podtridy Ig
- zlozky komplementu: C3, C4, Clq

- prOtEiny akl’JtnEJ faze: A1AT (alfa 1 antitr www.beckmancoulter.com/en/products/protein-
OROSO (orosomukoid), A2M (alfa 2 makroglobulin), chemistry/immage-800
CPL (ceruloplasmin), TRF (transferin), PREA
(prealbumin)




Referencni meze pro dospélého

* |gG—-7,5-15,5g/l
* IgG1 2 1gG2 =2 1gG4 - 1gG3

* IgA- 0,8—4,5 g/
e IgA1 > IgA2

e lgM—0,5-3 g/I
« IgE < 100 kU/I
* |gD <100 IU/ml
* CRP - 0-8 mg/I



Konstrukce nefelometru Immage 800

Nefelometr — zdrojem svétla
je laser - vinova délka
670nm

Turbidimetr — zdrojem
svétla je LED dioda o vinové
délce 940nm

ok~
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LED light source (turbidimetric) 6. Nephelometric detector

Laser light source (nephelometric)

Reaction cuvette

Focus lens 7.
Beam splitter 8.

Turbidimetr — méri ubytek
proslého svetla - tubiditu

Nefelometr — méri prirtstek
odrazeného svétla od
imunokomplext pod uhlem 90°
(TyndalQv jev)

(90° angle to incident laser beam)
Laser light bounces into light trap
Turbidimetric detector (0° angle to the

incident LED beam)



Siemens BNI|

° Sta novenie koncentrécie: www.healthcare.siemens.com/plasma-protein/systems/bn-ii-system
- imunoglobuliny: IgE (IU/ml), IgD,
IgAl, IgA2, IgA pediatrické (IgAp,
nizke koncentracie)
- zlozky komplementu: C1 inhibitor



Vysetreni cirkulujicich imunokomplexu — CIK
turbidimetrie

* Pfi onemocnénich (napr. chripka) se tvori imunokomplexy — bolest svalt a kloubU
* Pouze prechodné obtize (fyziologické) = odstranéni ve sleziné (makrofagy)
* Autoimunitni onemocnéni — tvorba imunokomplext = ukladani do tkani 2 zanét

* V urcité fazi onemocnéni je lze detekovat v krvi — CIK-PEG (precipitace
imunokomplexud polyethylenglykolem) = zdkal - méreni turbidity (proslého
svétla)




CIK —PEG — pouze orientacni vysetreni

* Nevyhoda:

* Detekuji se jakékoli imunokomplexy — pozitivni u jakékoli akutni faze
infekce kde se tvori Ab-Ag = pfitomnost imunokomplex nemusi pro
pacienta nutné znamenat zdravotni problém

 Ale zaroven: Negativni vysledek neznamen3, Ze je pacient zdravy =2
imunokomplexy se jiz ulozily do tkani a v krvi nejsou detekovatelné

* Typicky pozitivni u imunokomplexovych systémovych autoimunit — RA, SLE
* Mala vypovédni hodnota

 Alternativou je stanoveni vazby imunokomplext na C1q (ELISA) — stanovi se
pouze ty imunokomplexy, které maji schopnost aktivovat komplement



Lewey-Jenningsuv diagram — sledovani kontrol v ¢ase

Denna prax na analyzatore

.L_.l _I.'J-_ i 'l.'ll

»Provozni dennik - R

> Udriba analyzatorov: !
- denna/tyzdenna/mesacna Westgardova pravidla — detekce chyb v

> Kalibracie: analytické procedufe (rozhoduje o schvéleni ¢i
- 1 krat do mesiaca / pri zmene $arZe reagencii zamitnuti analytickeé série)

- kalibracna krivka

» Kontroly IKK:
- kazdy den, pred zahajenim merania pacientskych vzoriek
- viazané na metédu, jedno-/viac-Urovnové
- referencné medze

>Kontro|y EHK (SEKK- systém externi kontroly kvality): [_our-or-contmor Reect aun |
- podla ¢asového planu
- zasielané z externého laboratdria (nie je znama vysledna koncentracia)
- prevedie sa meranie - Vysledky sa vo forme protokolu odoslu spat organizatorovi

- organizator porovna vysledky merani jednotlivych laboratorii a spatne ich informuje o
uspesnosti

- medzi-laboratorne porovnavacie skusky

@ mj—)'[_ IN-CONTROL ACCEPT RUN J
Yes o
0 0 0




Priebeh vzorky

»Sérum = odbér srazlivé krve
» Alikvotacia vzorky
»\/ytvorenie pracovného listu pre jednotlivé analyzatory = zoznam vzoriek

» Analyzator = vzorka + Specifické antisérum + pufr (stabilizacia a urychlenie
reakcie)

» Analyzator prepojeny s LIS (laboratdrny informacny systém)= ziska informdacie o
potrebnom merani + vysledok automaticky odosle



Interpretacia vysledkov

* Vysledky su pred vydanim viacnasobne kontrolované

* Pozor:
» falosna pozitivita (mald Specificita testu)
» falosnd negativita (mala senzitivita testu)
* Hladina imunoglobulinov IgG, IgA, IgM (g/l):
N - zdpalové procesy infekéného pévodu
- jedna trieda = myelom; monoklonalna gamapatia
- zvySovanie s vekom
J' - poruchy tvorby = imunodeficity
- lymfomy, leukémie, myelomy, nasledkom liecby, nefropatie



Interpretacia vysledkov

* Hladina IgE (IU/ml):
> - alergické stavy prvého typu precitlivenosti
- parazitarne choroby
- autoimunity, imunodeficiencie
» Vysetrenie komplementového systému (sérovad hladina C3 a C4 (g/l), C1-INH)
N - zapalova aktivita (zriedka)
J' - vrodena / ziskand porucha tvorby (jaterni selhani; zvySena spotreba- tvorba

imunokomplexov; hereditarny angioedém)



Interpretacia vysledkov

* Reaktanty akutnej fazy

™ - akutna zapalova reakcia = opsonizacni a prozanétlivy efekt
- regulacna funkcia; prenasace iontov; hemokoagulacia

CRP (mg/l)

> - bakterialne infekcie
- infarkt myokardu, pooperacné obdobie

- reumatické choroby



Komplement

* produkované jaternimi bunkami, makrofagmi, ...
9 zakladnych zloziek: C1-C9

Regulatory
- pozitivne: properdin (faktor P)
- negativne (inhibitory):
C1 INH, CR1, MCP, DAF, faktor H, faktor I, CD59, C4bp



klasicka cesta

Aktivacia patogén + Ig / CRP

lektinova cesta
patogén + MBL

C]q,r,s MASP 1, 2
komplementu
C2,C4 C2,C4
\ l

alternativna cesta
patogén + C3b

C3 konvertaza = C2a+C4b / C3b+Bb

y

C3— C3b

¥

C5 konvertaza = C2a+C4b+C3b / C3b+Bb+C3b

Multiple
Copies of C9

Zdroj: Aleshin et al. JBC 287 p10210.

membranolyticky komplex —
(MAC)

v

C5— C5b

v

C5b
Co, C7, C8
poly C9




Funkcie komplementu

LYSIS

Complement

farget cell

Figure 7-1

Kuby WMMUNOLOGY, Sixth Edition
007 W H. Freeman and Company

OPSONIZATION ACTIVATION OF CLEARANCE OF

INFLAMMATORY RESPONSE IMMUNE COMPLEXES

Complement
receptor

ac 13 “

Phagocyte  Chemotactic Agent  Activator of Phagocyte
Inflammation

Lyza buniek, mikroorganizmov
(MAC)

Opsonizacia — oznacenie
cudzich buniek a Castic,
podpora fagocytozy (C3b)

Chemotaxia — privolanie
dalsich zloziek imunitného
systému (C3a,C5a)

Propagacia imunitnej reakcie —
prozanétliva aktivita (C3a,C5a)

Immune clearance —
odstranovanie
imunokomplexov z cirkulacie

(C3b, C4b)



Deficity komplementoveho systemu

* C1-C4 — deficit spbsobuje Castejsi vyskyt pneumonii, pyogénnych infekcii, Casty
vyvoj, systémovych imunokomplexovych choréb (SLE-like)

e C3-C9 — najma nachylnost k pyogénnym infekciam, u deficitu C9 su typické
opakované meningokové meningitidy

* C1INH — Hereditarny angioedém



Ukol &. 2 — stanoveni C3 slozky
komplementu na analyzatoru BNI|




Protokol

* Hlavicka
. Jméno, pFl’jmem', UCO Pr’otoko!}/ ,se odsvzd,avajl po tydnu v
nasledujicim cviceni
* Datum

 Nazev cviceni

* Obsah protokolu (rozsah 1-2 strany, s obrazky/grafy max 3 strany)
* Teorie — princip stanoveni, vyuziti v praxi
* Pomucky (pipety, zkumavky, reagencie...)
* Vlastni provedeni testu
* VVysledky (fotografie, grafy), vypocty
* Interpretace vysledk(, porovnani s normalnim rozmezim/zdravou kontrolou



