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Laboratorni vysetreni IN VITRO

* Preanalyticka faze
- odbér, priprava, zpracovani vzorku pred zahajenim laboratorniho vysetreni
- skladovani, transport

* Analyticka faze
- kalibrace a justovani zarizeni (analyza kontrol- IKK, EHK)

- provedeni lab. vysetreni + kontrol
- zpracovani vysledku, LIS

* Postanalyticka faze

- skladovani, likvidace materialu
- prozkoumani vysledkd, uvolnéni, LIS - NIS



Rozdeleni imunologickych laboratornich metod
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serologické (humoralni)- detekce antigenu a protilatek,
prukaz tvorby protilatek proti infekénimu agens
bunecné - pocty a funkce jednotlivych typu leukocytu
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Serologické metody

1. Klasické serologické metody
- Aglutinace (prfima / nepfima)
- Precipitace (v kapaliné, v gelu)

2. Imunochemické metody s naslednou detekci

- Imunofluroscence (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 neutraliza¢ni testy



http://www.wikiskripta.eu

Imunoprecipitacni kiivka

mnozZstvi

Serologicke metody | —

protilaticy antigenu

zona
elovivalence

Reakce antigenu (Ag) s protilatkou (Ab) = imunokomplex:

Primarni —rychl3, nepozorovatelna okem
faze — tvorba imunokomplexti Ag + Ab
— vznik vazby jednotlivych epitopu s vazebnymi misty protilatek

mnoZstvi antigenu

Sekundarni — pomal3, pozorovatena okem
faze — uplatnuje sa multivalence Ag a polyvalence Ab
—vznik prostorového komplexu

Pokud nedochazi k sekundarni fazi reakce, je nutné imunokomplexy vzniklé v primarni fazi
vizualizovat — imunochemické metody



Aglutinace vs Precipitace

Aglutinace (shlukovani)
Ag

aglutinogen

makromolekularni
korpuskularni

nerozpustny

Ab

aglutinin
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Protilatky namitené proti epitoplm antigennich ¢3stic.

Precipitace (srazeni)
Ag

precipitogen
nizkomolekularni
nekorpuskularni
rozpustny

Ab
precipitin

Agglutination and Precipitation

—> Ag-Ab Agglutination
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Mezi korpuskulemi se tvori muUstky, které vedou ke vzniku shluktd (aglutindt()
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precipitat
imunokomplex ,,srazenina“

Precipitation ]

Soluble
molecule

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



Aglutinace

1. Prima
- korpuskularni Ag prirozené nese cilové epitopy
- identifikace bakterii, hemaglutinace

2. Neprima
- rozpustny antigen navazany na povrchu vhodnych
makromolekuldrnich ¢astic (latex)

- stanoveni protilatek RF, ASLO
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Hodnoceni aglutinace

o KVALITATIVNI

- k aglutinaci dochézi / nedochdzi (pozitivni / negativni)

* KVANTITATIVNI
- stanoveni najvyssiho redéni séra, kdy je jesté pozorovatelna aglutinace
- titr = prevracena hodnota redéni séra

(fedéni 1:32 - titr 32)



Revmatoidni artritida

» Systémové autoimunitni onemocnéni — poskozeni kloubd
* Priciny — genetika + faktory vnéjsiho prostredi

* Citrulinace peptidi — modifikace vedouci k antigenicité proteini—>

imunitni reakce, produkce autoprotilatek

* V kloubu se tvori zanétliva tkan — pannus — naruseni chrupavky
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- revmatodni faktor (RF)
Break down
BONE

- protilatky proti cyklickym citrulinovanym peptidim
(anti-CCP)

- protilatky proti mutovanému citrulinovanému vimentinu (anti-MCV)

Autor obrazku: Osmosis, video zde: https://www.youtube.com/watch?v=EB5zxdAQGzU&ab_channel=0Osmosis



POZITIV NEGATIV  NEGATIV

Latex-fixacni test

 Revmatoidni faktor (RF) ‘ ‘ ‘

autoprotilatka namirena proti Fc casti IgG molekuly

72 NEGATIV 7 %POZITIV P 4POZITIV

pritomny asi u 80% pacientu s revmatoidni artritidou

pozitivni je téz u asi 5-10% nemocnych s jinymi systémovymi autoimunitami -
autoimunitni hepatitida, SLE, Sjogren(iv syndrom

muze byt pozitivni i u zdravych osob
- diagnosticky najdulezitejsi je RF v trideé IgM (rutinné se méri nefelometricky!)

Princip testu aglutinace na nosicich:
@ — Latex beads
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IgG Coated Patient serum Agglutination
Latex containing RF of Latex




Streptokokova infekce a pozdni nasledky

 Streptokoky skupiny A maji na povrchu M protein - jeho struktura je podobna

strukturam srdce nebo ledvin — molekularni mimikry

* Protilatky proti M proteinu zkfizené reaguiji s témito strukturami -

poststreptokokova revmaticka horecka, karditida, glomerulonefritida

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

» Stanovuje se pri podezreni na poststreptokokové
nasledky

Streptococcus pyogenes

Exotox Mp otein (in fimbriae)
SPEAB dC

\”/

Lipoteichoic acids (LTA)

i
ipoteichoic acid (LTA)
Protein F and Sfb



Stanoveni ASLO (ASO) neprimou aglutinaci

)

STREPTOCOCCUS STREPTOLYSIN O ANTI-

STREPTOLYSIN O
PYOGENES ANTIGEN ANTIBODY

* ASLO - anti-streptolysin O antibodies

» Stanoveni protilatek v séru proti Streptolysinu O (exotoxin bakterii z rodu
Streptococcus)
* Princip testu:

- stejny jako u RF — latexova aglutinace (na latexovych casticich vazan
streptolyzin O)




Precipitace

1. Vgelu

- Jednoduchd RID
- Dvojita RID

2. V tekutém prostredi -
- Nefelometrie £
- Turbidimetrie :




Precipitacie v gelu — jednoducha RID

* Prostredi — agarozovy gel

* Princip
1. Do gelu je priteploté tésné pred tuhnutim pridana protilatka
proti hledanému antigenu (napr. chceme stanovit C5 2
v gelu protilatka proti C5)

Ztuhnuti gelu
Vykrojeni jamek do gelu
Pipetujeme kalibratory a vzorky

s N

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

6. Primeér a plocha kruhu je dmérnd mnozstvi antigenu ve
vzorku

Agross gel contains specific antibodies for
the target antigens in patient sample
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1- Add sample (serum) into sample well

| 2- antibodies or antigens in sample diffuse

| 3- precipitin ring formation




ni imunodifuze

Radia

* Pomoci RID je mozné stanovit koncentrace mnohych bilkovinovych soucasti séra

* Metodika se v minulosti pouzivala pri méreni hladin celkového IgG, IgA, IgM,
slozek komplementu anebo rliznych protein( akutni faze- vstSina téchto vysetreni

je dnes automatizovana (nefelometrie)
» Stanoveni C2 a C5 slozek komplementu



e Jednoducha RID

Single radial immunodiffusion

Ab-containing gel precipitin ring

koncentracni gradient jednoho z reaktantu
(vétSinou Ag)

7 : = e
druhy reaktant (vétSinou Ab)- rovhomérné | {' 3 (
rozptyleny v strukture gelu ot S
vysledkem jsou ostre ohranicené kruhy precipitatu G

plocha prstence = Umérnd koncentraci e

vysetrovaného Ag
podle konc. standardu — kalibracni krivka

| | I
0 10 25 50 100
antigen concentration

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



e Dvojita RID (podla Ouchterlonyho)

sledujeme antigenni prbuznost antigenu

Prostredi — Cisty gel — do jamek pipetujeme antigen i
protilatku

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

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

hodnoceni: kvalitativni
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Precipitace - v tekutem prostredi

* Vlyuziva se efekt, ze pri reakci Ag-Ab vznika zakal - precipitat, jehoz intenzita je pri
konstantnim mnozstvi pridané protilatky umeérna koncentraci vysetrovaného
antigenu

* Méreni intenzity zakalu: nefelometrie, turbidimetrie — TyndalUv jev

* Obé metodiky umoznuji kvantitativni stanoveni obsahu proteinl ve vzorku
odectenim z kalibracni krivky

the scattering of a light
beam when it passes

through a colloid
water colloid

Tyndall effect

riz flashcard



Nefelometrie a turbidimetrie

* Reakce zalozené na méreni mnozstvi imunokomplexu vytvorenych interakci
specifickych protilatek s antigenem

e Stanoveni sérovych bilkovin

 Méreni probiha v tekutém prostredi v méfrici kyveté (pufr, latka urrychlujici reakci,
Ag, Ab)

* Mnozstvi vytvorenych komplexu je umeérné koncentraci Ag



nefelometrie je 5-10x citlivejsi

PFECipita cevte kUtém prOStFedf a nakladnéjsi nez turbidimetrie

Nefelometrie
- vhodna pro nizsi koncentrace

detektor je ve sméru kolmém na
vstupujici paprsek

00O

Meéri mnozstvi svétla

rozptyleného pfi priichodu paprsku
(mnozstvi svétla odrazeného od

— vznikajicich komplex()

viditelné svétlo

p

Turbidimetrie
- Vhodna pro koncentrovanéjsi roztoky

detektor je v ose paprsku

00

viditelné svétlo

Méri mnozstvi prochazejiciho svétla
(ubytek intenzity svétla, které proslo
roztokem v kyveté)

(



Dynamika precipitacnich reakci

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

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

na detektoru klesa = Hook efekt

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

Pristroje maji ruzné postupy, jak Hook efekt rozpoznat

Antigen-antibody percipitated

7’9 . O LN
qbB e 5 %

OO I N N

Zoneof : Zone of : Zone of
antibody : equivalence : antigen N

excess excess

P
Prozone  Concentration of antigen Postzone
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RuUzné mnozstvi antigenu - stejna hodnota absorbance

® vzorek 1 - koncentrace stanovované latky lezi v oblasti nadbytku protilatky
@ \/zorek 2 — koncentrace stanovované latky lezi v oblasti nadbytku antigenu (faleSné nizka absorbance)

Pro stanoveni koncentrace analytu metodou imunoprecipitace v roztoku musi byt v reakéni smési nadbytek protilatky!



Pri nefelometrickém i turbidimetrickém meéreni musi zUstat

zachovana podminka nadbytku protilatky v reakéni smési

I.' = 1. %= Haachon bma (in seconds) 3. FResponsa I anbibody axcass
| 2. Y = Halé response 4. Respanse il antigen excess

Po probéhlé reakci pristroj do reakéni smési prida antigen:

lI’:.:.—-. v v Vv 7 v
: 1) Pokud absorbance opét stoupne (3) méreni probéhlo v
1. X = Incraasing time 4. Sample Addition oblasti nadbytku protilatky (tvori se nové
2. Y = Increaging scatier signal 5. Anbbody Addition . , v
3. Bubler Addition imunokomplexy) a pro vypocet koncentrace analytu tedy
mUze byt pouzita namérena hodnota absorbance
o _ ) pGvodniho Fedéni
Méreni zakalu je relevantni pouze ve 2) Pokud po pfidavku antigenu k narlistu signalu nedojde

vzestupné casti krivky — probiha kinetickym

(4) - protilatka byla spotfebovana (pfilis mnoho
promeérovanim vzorku s intervalem 5 vterin

antigenu) = analyza musi byt opakovana znovu s vysSim
redénim vzorku



Beckman Coulter IMMAGE 800

e Stanoveni koncentrace:

* |
- imunoglobuliny: I1gG, IgA, IgM (g/I)
- proteiny akutni faze: CRP (mg/I)
- (RF+ASLO)
* |l
- Podtridy Ig
- slozky komplementu: C3, C4, Clq

- proteiny akutni faze: A1AT (alfa 1 antitry www.beckmancoulter.com/en/products/protein-
OROSO (orosomukoid), A2M (alfa 2 makroglobulin), chemistry/immage-800
CPL (ceruloplasmin), TRF (transferin), PREA
(prealbumin)




Referencni meze pro dospeéeléeho

* lgG-7,5-15,5 ¢/l
* IgG1 2 1gG2 2 1gG4 - 1gG3

* IgA- 0,8—4,5 g/
e IgA1 > IgA2

*|gM-0,5-3g/l
e 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
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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
imunokomplexd pod dhlem 90°
(Tyndallv jev)

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

incident LED beam)



Siemens BNI|

° Stanovenl' koncentrace: www.healthcare.siemens.com/plasma-protein/systems/bn-ii-system
- imunoglobuliny: IgE (IU/ml), 1gD,
IgAl, IgA2, IgA pediatrické (IgAp,
nizke koncentrace)
- slozky komplementu: C1 inhibitor



Vysetreni cirkulujicich imunokomplexu — CIK
turbidimetrie

* Imunokomplexy se tvori pri kazdodenni obrané organizmu vuci puvodcum
infekcnich chorob (jedna z fyziologicky probihajicich forem imunitni odpovédi)

* Porusena rovnovaha mezi tvorbou a eliminaci imunokomplexu

* Pfi onemocnénich (napf. chripka) se tvori imunokomplexy — bolest svall a kloub(
* Pouze prechodné obtiZe (fyziologické) = odstranéni ve sleziné (makrofagy)

e Autoimunitni onemocnéni — tvorba imunokomplexti = ukladdani do tkani =2 zanét

* V urcité fazi onemocnéni je Ize detekovat v krvi — CIK-PEG (precipitace
imunokomplext 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 = pritomnost imunokomplexti nemusi pro pacienta nutné
znamenat zdravotni problém

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

* Typicky pozitivni u imunokomplexovych systémovych autoimunit — RA, SLE

* Mala vypovédni hodnota

* Alternativou je stanoveni vazby imunokomplext na C1lq (ELISA) — stanovi se
pouze ty imunokomplexy, které maji schopnost aktivovat komplement



Lewey-Jenningsuv diagram — sledovani kontrol v ¢ase

Denni praxe na analyzatoru -

W 9 £ =] o

» Provozni dennik

> Udrzba analyzatorov:

- denni/tydenni/mésicni Westgardova pravidla — detekce chyb v

: analytické procedure (rozhoduje o schvaleni i
» Kalibrace: S o
zamitnuti analytické série)
- 1x mésicné / pfi zméné Sarze reagencii
- kalibracni krivka

» Kontroly IKK:
- kazdy den, pred zahdjenim mérani pacientskych vzorkd
- Podle metody — jedno-/vice-urovriové (nizka, vysoka kontrola)

- referencné meze

» Kontroly EHK (SEKK- systém externi kontroly kvality):
- podle ¢asového planu
- z externi laboratre (neni znama vysledna koncentrace)

- vysledky se ve formé protokolu odoslou zpét organizatorovi
- organizator porovna vysledky méreni jednotlivych laboratofi a zpétné informuje o UspesSnosti

[ QUT-OF-CONTROL REJECT RUN I




Pruchod vzorku laboratori

»Sérum = odbér srazlivé krve

» Alikvotace vzork

»\/ytvoreni pracovniho listu pro jednotlivé analyzatory = seznam vzorkd

» Analyzator = vzorek + specifické antisérum + pufr (stabilizaca a urychleni reakce)

» Analyzator prepojeny s LIS (laboratorni informaéni systém)= ziska informace o
pozadovaném méreni + vysledek automaticky odesle



Interpretace vysledku

* Vysledky jsou pred vydanim vicnasobné kontrolované

* Pozor:
» falesnd pozitivita (mald specificita testu)
» faleSna negativita (malda senzitivita testu)

* Hladina imunoglobulinov IgG, IgA, IgM (g/]):
N - zdnétlivé procesy infekéniho plvodu
- jedna tfida = myelom; monoklonalna gamapatia
- Zzvysovani s véekem
J - poruchy tvorby = imunodeficity
- lymfomy, leukémie, myelomy, nasledkem Iécby, nefropatie



Interpretace vysledku

* Hladina IgE (IU/ml):
I - alergické reakce -1. typ precitlivélosti
- parazitarni infekce
- autoimunity, imunodeficiencie
* Vysetreni komplementového systému (sérovd hladina C3 a C4 (g/l), C1-INH)
I - zanétliva aktivita (proteiny akutni faze)
J' - vrozena / ziskand porucha tvorby (jaterni selhani; zvySena spotreba- tvorba

imunokomplexov; hereditarni angioedém)



Interpretace vysledku

* Proteiny akutni faze

IIIII

- regulaéni funkce; prenasece iontl; hemokoagulace
CRP (mg/l)
I - bakteridlni infekce

- infarkt myokardu, pooperacni obdobi

- revmatické choroby



