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Serologické metody

1. Klasické serologické metody
- Aglutinace (pfima / nepfima)
- Precipitace (v kapaling, v gelu)

2. Imunochemické metody s naslednou detekci

- Imunofluorescence (pfima / nepfima)
- Imunoanalyza (EIA-ELISA, RIA, FIA, LIA)
- Imunoblot, imunodot

3. Metody zalozené na efektorovém ucinku protilatek (vyuzivané v
klinické mikrobiologii)
- Komplement fixacni reakce
- Inhibi¢ni a neutralizaCni testy



Fluorescence

Zdroj:
www.chemiaasvetlo.sk/teoria/

chemiluminiscenc ia/

e Luminiscence

Jev, pri kterém latka emituje zareni po absorpci energie - excitacniho zareni
(Fotoluminiscence) nebo pri chemické reakci (Chemiluminiscence)

Fluorescence
emise zareni kratce po excitaci (10 az 10 s)

Zdroj: www.infobiologia.net/2017/01/bioluminiscencia-animales-bacterias.html

Fotoluminiscence

Fosforescence
emise zareni trva delsSi dobu (102 s aZ dni)



Fluorescence

» Latka po absorpci excitacniho zareni uvolnuje emisni zareni o delsi vinové délce
(nizsi energii) — tento jev se nazyva Stokesuv posun

* Pri navratu elektronu do zakladni hladiny se Cast energie transformuje do jinych,
nefluorescencnich procesu (uvolnéni tepla, rezonancni prenos energie na okolni

molekuly...)
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mikrobiologie — rychla detekce patogenu v biologickém materialu

vyuziti fluorochromem znacenych protilatek

Imunofluorescence (IF) A %

»PEima IF
Slouzi k detekci antigenu — vazba konjugdtu primo na antigen
Vyuziti: histologie — prokazani antigenu ve tkani

»Neprima IF
Pouziva se k detekci protilatek v séru = vazba protilatek a konjugatu v 2 krocich:

1. Na sklicko se substratem se nanese vysSetfovany material (sérum), pokud jsou v
ném pritomné hledané protilatky, navazi se na antigenni substrat na sklicku

2. Nanese se konjugat, ktery se vaze na protilatku prislusné izotypové tridy (IgG/IgA)

Vyuziti: dukaz specifickych protilatek, nejcastéji autoprotilatek



Zakladni princip imunofluorescence (IF) — detekce autoprotilatek

1. Na skli¢ko se substratem (ktery 2. Pokud je v séru pritomna . _y s
obsahuje cilové antigeny) se aplikuje autoprotilatka, navaze se na 4. A|c.>I|kac.e konjvugatu - pr?tllatky
naredéné sérum pacienta (1:80 zakladni cilovy antigen, ktery je pfitomen proti pacientove autoprotilatce, je
redéni) + vzorky pozitivni a negativni v antigennim substratu (rez znacena fluorochromem (FITC) -
kontroly tkané & bunééna suspenze) nejcasteji trida 1gG /
a5 3 Inkubace 3. Promyti skel v | %
] 00000 e IS PBS+TWEEN — 5 min 7

o5 30 min vtemnu
(‘(“(“(“FF >

® - A

5. Inkubace 30 min

7. Otfeni hrany skla od prebytecného vtemnu
PBS+TWEEN, na jednotlivé pozice aplikace

9. Skla jsou pripravena k 1 kapky (cca 10ul) montovaciho média -

odecteni na mikroskopu glycerinu 6. Promyti skel v

PBS+TWEEN — 5 min

&
<«

8. Usazeni kryciho skla,
kontrola spravného usazeni,
nutno se vyvarovat
bublindm




Imunofluorescence

Antigenni substraty pouzivané pri neprimeé IF
»Bunky HEp2 (Human Epithelial) — detekce ANA (anti-nuklearni protilatky)

- odvozené z linie Hela (karcinom délozniho Cipku)

- rychle se délici bunky, v mitdze pozorovatelna chromatinova desticka — dulezity
znak pro odliseni jednotlivych typtd ANA

» Neutrofilni granulocyty — detekce ANCA (autoprotiladtek proti cytoplazmé neutrofild)
» Crithidia luciliae — prvok, detekce protilatek proti dsDNA

-----

» LKS (liver, kidney, stomach) — detekce AMA (anti-mitochondridlni Ab), ASMA (Ab proti
hladkému svalu), GPC (gastic parietal cells), RET (Ab proti retikulinu) ...

- kombinace 3 krysich tkani



Konjugat

FITC-labeled
anti-human
antibody

Protilatka s navazanym fluorescenc¢nim barvivem
(fluorochromem)

NajCasteji pouzivany fluorochrom je FITC
(fluoresceinizothiokyanat)

Specific human
. v 7 . 7 7 7 V4 v antibOdy
excitacni/emisni vinova délka 495/520 nm (zelené svétlo)

Konjugat se specificky vaze jen na imunoglobuliny urcité
izotypové tridy (IgG/IgA) — vybérem konjugdtu stanovime
protilatky jen této tridy

Cell with antigen

Pro nekteré autoimunitni onemocnéni ma klinicky vyznam
vyskyt autoprotilatek v urcité izotypové tride
(napf. celiakie — IgA)



detektor

Fluorescen&ni mikroskop /

zdroj svétla

excitaéni filtr

I
 Zdroj svétla — rtutova vybojka, LED dioda d“"*hmi“ké
 Excitacni filtr — propousti pouze cast spektra potrebného
pro excitaci fluorochromu a zabranuje prechodu zareni
. (] V4 7 7 V4 /7 VvV V4 O‘]e v

v oblasti emisni vinové délky, ktera by vytvarela pozadi
e Emisni (bariérovy) filtr — propousti pouze emisni ¢ast

spektra a zabranuje pruchodu excitacniho zareni . .

vzorek

Exciting Filter , <
) ! 2 |

o ale * Binokular/trinokular
| R * Jednoduché polarizované svetlo
Brightfield, Darkfield, Fluorescencia

300 400 500 600 700
Wavelength (nm)



Schéma fluorescencniho mikroskopu

Tepelny filtr zabranuje
nadmeérnému zahrivani

pozorovanéh] vzorku

tepredrty At
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Lampova skrin

Text a obrazky: http://kfrserver.natur.cuni.cz/studium/prednasky/mikro/mscope/fluor/fluor.htm

Soucasti modernich
fluorescencnich
mikroskopd je také
pocitac s
monitorem



Laboratorni postup pri podezreni na autoimunitni

onemocneni

* Cely proces zacina v ordinaci lékare
* Ordinuje vysetreni na autoprotilatky — na zakladé
kliniky+anamnézy (muUze urcit, zda vySetreni pozaduje
imunofluorescenc¢né nebo ELISOU/imunoblotem)

* Do laboratore prichazi krev pacienta se zadankou
* Prijem — priprava séra centrifugaci srazlivé krve
e Zamrazeni sér

* V okamziku, kdy laborator nasbira dostatecny pocet
vzorkd od pacientl pro konkrétni vysetreni =
nasleduje zahajeni vlastniho vysetreni

Pozn. Pro¢ ¢éekame na dostatecny pocet vzork(?
Napravo je ukazka klasického sklicka s pripravenym substratem od
vyrobce — zde na 8 vzorku. Sklo je nutné zpracovat plné obsazené,
jinak by vysetreni bylo znacné financné nevyhodné. Pfi zpracovani
skla pouze s jednou vyuZzitou jamkou bychom o zbylych 7 pfFisli.

Imunologické vysSetreni

Ustav klinické imunologie a alergologie
Oddéleni laboratorni imunclogie

A Fakultni nemocnice u sv. Anny v Brné&, Pekarska 53, 656 91 BRNO

tel.: 543 183 130, fax: 543 183 143, www.fnusa.cz

fasfalipidy (AFL 1gG. Igh)
GAD, 1A-2

GBM

GPC

histony

kardiolipin (ACLA 1gG, lgM)
kardiolipin (ACLA IgA)

LC-1

LKh-1

mitochondria (AMA)}

mutowarny citrulinowamy vimantin [MCY)
PLAZ recaptor (APLAR)
nukleosomy

retikulin (191G, IgA)

SLA

&iitnd 2ldza (TG, TPO)
kafiowva ransglutarnindza (TTG)
U1 RNP

protilatky proti IgA

CD14+ HLADR+
* dalsi CD znaky

HLA B27

profiferacnl testy

bronchoalvaolarni lavaZ-BAL
CD3+ CD4+ CD8+

Fagocytarni testy

burst test

*|| stanoveni pfitomnosti
myelopearoxidazy

Autoprotilatky proti: ) Autoprotilatky: Imunoglobuliny
B2-GP1 ANA (IF) IgDr

centromera AMA (BLOT) podtiidy IgA (lgAi-IgAZ)
citrulinovane proteiny (CCP) ANCA podtiidy 19G (1g9G1-1gG4)
ds-DNA ASMA * | kryoglobulin

andomysium (EMA) RF

EMA (screening) RF {lgG, IgA, laki)

S5-ARo) Komplementovy systém
S55-B(La) * klasicka cesta aktivace
Scl-70 Bunééné testy | alternativni cesta aktivace
Sm/ANP zdkladni bunedné vydatfen! C1 inhibitor kvarntitativng
Jo-1 (CO5+, GD4+, COB+, CO%+, COT64564) | k11 21 jnnibitar funieni test

Clg
c2
c3
C4
Cc5
MEL

Proteiny akutni faze

Cirkul. imunokomplexy

CIK PEG
CIK C1g

Imunoglobuliny

lgG
IgA
Ighd

IgE

CRP
alfa-1-antitrypsin
alfa-2-makraglobulin
cemuloplasmin
orosomukoid
prealbumin

transferin




Vlastni zpracovani vzorku na IF — 2 ruzné pristupy

. Zpracovani manualné

Manualni zpracovani provadi
zdravotni laborantka
Vyhody:
* Rychlejsi zpracovani v
porovnani s automatickou

metodou
Nevyhody:
* Moznost vzniku lidskych
chyb, napt.

zameéna vzorku, vznik
artefakt( nedodrzenim
navodu

Princip zpracovani — viz. Slide €. 6

2. Zpracovani automaticky — pristroj HELMED

e V soucasné dobé se vzhledem k
nardstajicimu mnozstvi vzork( a snaze
eliminovat lidskou chybu upfednostnuje
automatické zpracovani IF

* Vyhody:
* Eliminace lidskych chyb
e Redukce manualni prace
Nevyhody
e DelSi zpracovani v porovnani s
manualni metodou
e Pristroj je narocnéjsi na udrzbu a
zachazeni




ANA protilatky

anti-nuclear antibodies

* Jedna se o obsahlou skupinu autoprotilatek, které jsou zaméreny vuci riznym
jadernym strukturam (napr. centromera, mitoticky aparat, DNA, histony..)

* Vyskyt u systémovych autoimunitnich onemocnéni

 Jednd o nejcastéji stanovované autoprotilatky pomoci IF =2 odeditd se 5-10
skel/den

e Substratem pro stanoveni ANA protilatek jsou Hep-2 bunky

e Podskupinou ANA jsou ENA protilatky — proti extrahovatelnym nuklearnim
antigenim (jedna se o takové antigeny jadra bunék, které maiji vyssi Mr a lze je
extrahovat—> napt. SSA, SSB, Jo-1, Scl-70...)

e ENA protilatky — stanovuiji se ELISOU/ImunoBlotem



ANA (Anti Nuclear Antibodies)

 Vyskyt pfi rdznych systémovych autoimunitnich onemocnénich (systémovy lupus
erytematodes, Sjogrenuv syndrom, revmatoidni artritida, ...)

Dry eyes,
damage to
eye surface

Sjogren's

7ndrome

Dry mouth,
E ———increased
CMNIC 3003 tooth decay

Fluorescencni obraz v mikroskopu muze vypadat stejné nebo podobné u riznych
protilatek — pokud vidime urcity obraz, nevime jesté, o jakou autoprotilatku se jedna
(na jaky antigen se vaze), k jejimu blizSimu urceni mohou pomoci jiné metody (ELISA,
ImunoBlot)




ANA protilatky — redéeni vzorku

e Stanoveni ANA protilatek — sérum pacienta se vzdy redi v zakladu 1:80

|

Prvni Cteni - odecteni IF pri fedéni 1:80

|

Pokud je vzorek pozitivni, odeéitajici VS indikuje vydetieni opakovat druhy den
s vysSim redénim (1:160, 1:320, 1:640, 1:1280) — rfedéni zalezi na intenzité
fluorescence daného vzorku a vyzaduje zkusenosti odecitajiciho

l

Po zpracovani skel s vyssim redénim nasleduje druhé cteni. Pokud je vzorek
pozitivni i pri fedéni 1:1280 - vysledek se vydava jako
,VYSSi nez 1280



Hep?2 bunky — negativni obraz




ANA — typ homogenni

diagnoza: SLE, léky indukovany Iupus juvenilni idiopaticka artritida (antigeny: dsDNA, chromatin, nukleosomy, histony)




ANA —homogenni typ fluorescence

U homogenniho typu fluorescence sviti celé jadro Hep-2 bunék

* Nelze rozlisit, zda jsou pritomné autoprotilatky namireny vic¢i dsDNA nebo proteinlim
asociovanym s DNA (histony apod.)

* Proto si laborator mlze v nékterych pripadech sama doordinovat dalsi vysetifeni 2 znovu
provede IF takto pozitivnich vzorkd, ale s jinym substratem — prvok Crithidia luciliae

» Pokud v prvokovi sviti pouze kinetoplast a jddro = jedna se o autoprotilatky proti dsDNA =
typické pro SLE (systémovy lupus erythematodus)

3. Pokud je pozitivni kinetoplast a jadro
—> jedna se o protilatky proti dsDNA

1. ANA protilatky —homogenni typ
fluorescence

¢ <Crithida luciliae

2. Sérum pacienta aplikovano
na substrat Crithidium luciliae




» <dsDNA in the kinetoplast
. positively stained

. p <Crithida luciliae

Prvok Crithidia luciliae —antigen je dsDNA

© AR Karim
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ANA — ty centromericky

diagndzy: CREST syndrom, systémova sklerodermie
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ANA typ granularni
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PCNA

proliferating cell nuclear
antigen

e Klinickd asociace: SLE — 3%

* Délici se bunky v S fazi pozitivni

* Klidové bunky v GO fazi negativni

g



ANA

cetné jaderneé tecky

Antigeny: protein Sp100, Gp210
Klinicka asociace: primarni
biliarni cirhdza

Pacienti s timto onemocnénim

negativni na AMA - svédci pro
horsi prognézu onemocneéni




ANA
ojedinéle jaderné
tecky

* Antigen: coilin p-80

* Klinickd asociace: autoimunitni a
virova onemocnéni jater
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2%
ANA — typ nukleolarni (jadérkovy)

diagnoza: systemova sklerodermie




Hep-2 bunky - kromé fluorescence
v jadre lze sledovat i fluorescenci
v cytoplazmeé

V cytoplazmeé HEp2 bunék je mozné
pozorovat i dalsi typy fluorescence —
napr. mitochondridlni — AMA (anti-
mitochondrial antibodies) — vyskyt u
onemocnéni primarni biliarni cirhdza

Ale hlavnim substratem pro
diagnostiku primarni biliarni cirhozy je
LKS (liver, kidney, stomach)!

Zdroj: www.mayoclinic.org/diseases-
conditions/primary-biliary-cholangitis-pbc




Nejaderné obrazy IF

Obraz tycinek a krouzku ,,rods
and rings”
,Lochmanovi Cervi“

Asociace: u pacientu po terapii
interferonem a ribavirinem pri

hepatitidé C

Antigen: neznamy




Substrat LKS

* Kombinace 3 krysich tkani
- jatra (Liver)
- ledviny (Kidney)
- Zaludek (Stomach)

* Pozorujeme protilatky:
- AMA (antimitochondrialni) — primarni biliarni cirhdza
- ASMA (proti hladkému svalu) — autoimunitni hepatitidy
- GPC (proti parietalnim bunkam zaludku) — prim. pernicidozni anémie

- RET (proti retikulinu) — celiakie (kontrola dodrzovani diety), mohou byt
pozitivni i u Crohnovy choroby



AMA (antimitochondrialni Ab) = krySi zall.]dek, |EdViny, Jétra

Mitochondrie jsou organely obsazené v bunikach vsech tkani — proto pfi pritomnosti
AMA protilatek bude viditelna pozitivita ve vsech trech typech tkane.
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ASMA

(proti hladkému svalu

|
— krysi zaludek

Pri pozitivité ASMA sviti pouze
struktury obsahujici hladkou
svalovinu, napf.

e Cévy

e Sténa zaludku




RET (proti retikuinyy — Krysi zaludek, ledviny, jatra

Retikulin je mezibunécnou slozkou mezenchymalni tkané se znacnym mnozstvim
antigennich determinant, protilatky jsou vétSinou ve trideé 1gG, eventuelné IgA.




GPC = anti-Gastric Parietal Cell antibodies

Protilatky proti parietalnim bunkam zaludku

* Vyskyt u pernicidozni anemie

* Pritomnost protilatek proti parietalnim bunkam zaludku
(mohou se tvorit i autoprotilatky proti vnitfnimu faktoru, ktery parietalni bunky produkuji a ktery je nezbytny pro
transport vitaminu B12 pres strevni sliznici, popr autoprotilatky, které blokuji komplex vnitfni faktor+vitamin B12)

* DUsledek:
* Nedostatek vitaminu B12 (=kobalamin), ktery je nutny pro syntézu DNA
* Rozviji se megaloblastova anemie (viz. u¢ebnice hematologie)

Substrat — krysi zaludek

* Klinické priznaky
* Typické postizeni jazyka — ,Vyhlazeny“ jazyk
e Subikterus
* Symetrické parestezie koncetin
* Nechutenstvi, prijmy
* Pernicidzni anemie byva spojena s atrofickou gastritidou,
CasteéjsSim vyvojem rakoviny zaludku a taktéz
kolorektalniho karcinomu
* Lécba — suplementace chybéjicich vitamintd — B12+kyselina listova




ANCA (protilatky proti cytoplazmé neutrofilt)

» Skupina protilatek proti nékterym vnitrnim cytoplazmatickym strukturam
neutrofilG
(myeloperoxidaza, proteinaza 3, elastaza, laktoferin...)

* Vyskytuji se obecné u autoimunitnich vaskulitid

 Existuje nékolik typu pozitivity ANCA imunofluorescence (IF):

* pANCA - perinuklearni IF = antigenem je myeloperoxidaza (MPO) — progresivni sklerotizujici
cholangitida, polyarteritidy

* cANCA — cytoplazmaticka IF = antigenem je proteindza 3 (PR3) — Wegenerova granulomatodza!
* aANCA — atypickd IF — rGzné antigeny (elastaza, lysozym...) - ma vazbu na ulcerézni kolitidu

e Substrat pro IF: ethanolem fixované neutrofilni granulocyty
* Kromé IF se pANCA a cANCA stanovuiji také ELISOU!



ANCA (protilatky proti cytoplazmé neutrofilt)

PANCA — perinuklearni — antigenem je MPO
(myeloperoxidaza)

Atypickda ANCA — rlzne antigeny (elastaza, lysozym,
kate pSI n ) Wegener's Granulomatosis

throughoutoralmucosa ~ ~/ -pseudotumours
.................

< perinuclear staining TR

lllll

e e

cANCA — cytoplazmaticka — antigenem je PR3
e (proteinaza 3) — typicka pro Wegenerovu
granulomatozu s polyangitidou

pozitivni = vazna diagndza = okamzite hlasit



EMA (protilatky proti
endomysiu)

* Na rezu opiciho jicnu
* Agje TTG (tkanova transglutaminaza)
(téz lze stanovit ELISOU)

* VVyskyt u celiakie (hlavné IgA)




Diagnostika celiakie

Negativni obraz

1) Stanoveni celkového IgA

2) Nepirima imunofluorescence — EMA — protilatky proti endomysiu = jedna
se o nespecifické vysetreni — odhali autoprotilatky proti urcité
tkanove strukture — zde endomysium

3) Zda se jedna konkrétné o protilatky proti tkdnové transglutaminaze —
anti-TTG (trida IgA, popf. IgG u nemocnych s IgA deficitem) — ELISA

Imunologicka laborator provadi pouze screening celiakie L
Pozitivni obraz

§ o

4) Definitivni potvrzeni celiakie: gastroenterolog

* Enterobiopsie — odbér vzorktd tkané tenkého streva na histologii 2
* Histologie - atrofie klk(i tenkého streva
* Histochemie - deficit enzym( kartaéového lemu enterocyt(l
* Zmény na sliznici pouze u aktivni a tiché formy celiakie
* Latentni forma celiakie ma pozitivni sérologii avsak normalni architekturu sliznice!



Zvlastni postaveni — ASCA protilatky

* Nejedna se o autoprotilatky (nejsou namireny proti strukturam télu vlastnim)
 Jedna o protilatky proti kvasince Saccharomyces cerevisiae

e Stanoveni ASCA slouzi k diferencialni diagnostice nespecifickych strevnich zanétu
* Crohnova choroba — ASCA pozitivni az v 81% pripadl (+ pANCA pouze 18%)
* Ulcerdzni kolitida — ASCA pozitivni jen v 22% pripadl (+ pANCA az 70%)

* ASCA protilatky se stanovuji ELISOU, ne imunofluorescenci



Imunofluorescence

Zlaty standard

Na prvnim misté— kazda imunologicka laborator by méla poskytovat stanoveni
autoprotilatek IF metodou

e Kombinace s ELISA + ImunoBlot

Interpretace vysledku:
zalezi na typu IF
pozitivni/negativni nebo titr Ab

Pozor — hladiny autoprotilatek narlstaji s vékem (zvysené hladiny tedy nemuseji
nutné znamenat autoimunitni onemocnéni)

Avsak u déti jsou zvysené hladiny patologickeé vzdy



Protokol imunofluorescence

e 2 obrazky imunofluorescenci — popsat:
* O jaky substrat se jedna, jaké skupiny autoprotilatek na ném lze stanovit
 Jaka struktura na preparatu sviti
* O jakou autoprotilatku by se mohlo jednat
* U jakého (jakych) onemocnéni ji nachazime
* Vybrat nejcasteéjsi onemocnéni, se kterym je dana autoprotilatka asociovana a
strucné popsat
* Klinika

 Jaké dalsi laboratorni vysetreni byste u pacienta s timto onemocnénim provedli (neni
nutné se vazat jen na imunologicka vysetreni)



Spolecné otazky vsem skupinam

* Pokud je imunofluorescence pozitivni, staci pro uzavreni diagnozy
pouze toto vysetreni?

* Pokud ne, jaka dalsi vysetreni by byla potreba? Bere se ohled na
klinické priznaky?

* Hraje roli u stanoveni autoprotilatek vék? Pokud ano jak?



Obrazek Al

Skupinalabs

Obrazek A2:
kombinace 3 tkani
(jakych?), pozitivitu
vidime ve vSech trech
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Obrazek A2

Obrazek 2B
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Obrazek 3A




Skupina 4 a 8

Obrazek 4A ,
Obrazek 4B

Sténa
zaludku

Sténa
arterie a
vény




