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Neutralizacni reakce, reakce se
znacenymi slozkami



A jesté trochu opakovani:
Interpretace

e Priikaz antigenu (vcetné antigenni
analyzy) je prima metoda. Pozitivni
vysledek znamena pritomnost mikroba
v téle pacienta

e Priikaz protllatek je to ne ODrima
metoda. Nicméne jsou zpusoby, jak
alespon odhadnout, kdy priblizne se
mikrob s telem pacienta setkal:

— Mnozstvi protilatek (titr) a hlavne jeho
zmena

- Trida protilatek: IgM/IgG
— Avidita protilatek - sila vazby na antigen
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Jak tyto informace zjistit

e Cerstva infekce: velké mnozstvi
protilatek, prevazné tridy IgM,
pripadné i IgA

e Pacient po prodélané infekci: mala
mnozstvi protilatek, hlavne IgG
(imunologickd pamét)
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Typy serologick{/ch reakci a
jejich zpusoby vyuziti

Priikaz Antigenni | Neprimy
antigenu |a@nalyza | prfkaz
Aglutinace obcas casto nekdy
Precipitace malokdy malokdy |obcas
KFR casto (viry) |[ne casto
(viry)
Neutralizace |obcas ne casto
Znaceneé velmi casto |vyjimecneée |velmi
slozky casto




Neutralizace

e Klasicke, ale stale pouzivaneé reakce

e Napodobuji prirozenou funkci protilatek
(protilatky blokuji cytopaticky Ci
.erytrocytopaticky" efekt viru Ci toxinu)

e Hodi se jen u nékterych infekci (virovée
infekce, infekce toxickymi bakteriemi)

e Princip je jednodussi nez u KFR



Neutralizacni reakce: obecny
princip

e Protilatky funguji nekolika
zpusoby. Jeden z nich je pFima
neutralizace.

e Tento zpusob se zfidka vidi u
celych bakterii. Pozorujeme ho u
virl nebo bakteridlnich toxinu

Nicméné nekdy protilatky neutralizuji i
urcitou charakteristiku celé bakterie,

napr. pohyblivost Treponema pallidum
u tzv. Nelsonova testu (TPIT). 6



Priklady neutralizacnich reakci

Toxin bakterie Erytrocyt ASLO
(hemolyzin)  hemolyza

Virus S aVidgela%: HIT
shlukovani

Virus Bunka efekt \/NT
metabolicky




Priklad 1: ASLO

e Protilatka (ANTISTREPTOLYZIN O)
blokuje hemolyticky efekt toxinu
(streptolyzinu O) na krvinku.

e ASLO neni neprimy prukaz, prestoze
hledame protilatky. Nepatrame tu po
patogenovi, urCujeme samotné protilatky, jez
mohou byt nebezpecné

e U ASLO neuzivame geometrickou radu.
Hodnoty redéni jsou specialni.

e Titr nad cca 200 mezinarodnich jednotek
znamend moznost autoimunitni odpovédi °



ProC se dela ASLO

e Pomoci testu ASLO zjistime, zda je pritomna
normalni protilatkova odpoveéed’, nebo
premrsténa automimunita s rizikem
vyvoje glomerulonefritidy nebo revmatickeé
horecky

e Test ASLO se provadi zpravidla po
prodelane streptokokoveé infekci.
Prukazem protllatky se nesnazime prokazat
infekci (o te vime), ale zjistit, zda dochazi
Kk vyVOJl autoimunity. Je to tedy zvlastm
pripad, kdy vlastné nejde o nepfimy prukaz
infekce, prestoze prokazujeme protilatky. o



Hodnoceni ASLO

Panel se odecita nalezato. Prvni radek prvniho
panelu je pozitivni kontrola, dale ma kazdy pacient

jeden radek

Nejvyssi redéni se zabranou hemolyzy (pozitivni
reakce, projevi se sedimentaci erytrocytud) je titr
Titry cca 225-270 jsou hranicni, vyssi jsou pozitivni,

niz&i jsou negativni. Uplnd absence protilatek
znamena, ze se pacient se streptokokovou infekci

nesetkal
Jamka & | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
Hodnota | 100 | 120 | 150 | 180 | 220 | 270 | 337 | 405 | 506 | 607 | 759 | 911
m. j.
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Priklad 2: HIT

Hemaglutinacne Inhibicni Test

Pozor, tohle NENI aglutinace, je to druh
neutralizace!

Protilatka neutralizuje virové shlukovani
krvinek (in vitro vlastnost vétsiny viru)

Pozitivni reakce = zabrana viroveho
shluknuti > erytrocyty klesaji na dno dulku

Negativni reakce = viry se shluknou
Vypada to jako hemaglutinace naruby
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P\h,klad 3: VNT (neplette sito s TNT © )

e Virus Neutralizacni Test

e Viry Ize péstovat na bunécnych
kulturach. Jsou to bunecne linie vetsinou
embryonalnich ci nadorovych bunek

e Bunécna kultura byva poskozena
ucmkem virQ. Skodu mdzeme pozorovat
napr. jako
- zmeénu morfologie bunék v kulture
- zZmeénu metabollsmu -> zmeéna pH 2 zmeéna

zbarveni v dulku (pfi pouziti indikatoru)

e Jsou-li pritomny protilatky, mohou tomuto

vlivu na bunky zabranit
12



Ukazka vyhodnocem VNT

V pravem sloupci jsou
ruzné kontroly, jinak zluté
dulky ukazuji pozitivitu a
cerveneé negativitu.

V prvnim dvojradku mame |
pacienta se stalym, nizkym
titrem. V dal$im dvojradku |
je pacient, jehoz titr se
ctyrikrat zvysil. Dalsi
pacient se s infekci nikdy
nesetkal. Posledni
dvojradek ukazuje
pacienta se seérokonverzi.




Prubéh protilatkové
odpovéedi — opakovani

e Protilatky IgM se tvori jako prvni, ale
take jako prvni mizi. Neprochazeji
placentou, jejich prukaz u novorozence
je sveédectvim jeho infekce

e Protilatky IgG se tvori pozdéji a
zustavaji jako pamétové pritomny
dlouhodobé. Prochazeji placentou

(novorozenec
je tedy muze
mit od matky)




Protilatky ostatnich trid

e Protilatky tridy IgA se u nekterych infekci
vysetruji misto protilatek IgM. Tato trida
se uplatnuje hlavné u sliznicni imunity, a
tedy u infekci, kde branou vstupu je
sliznice (napriklad gastrointestinalni)

e Protilatky tridy IgE se vyskytuji u alergii a
infestaci Cervy. Zpravidla se vSak
nestanovuji specifické IgE proti néjakéemu
patogenovi

e S protilatkami IgD se v mikrobiologii
nepracuje 15



Reakce se znacenymi slozkami

e Na povrch se postupné navazuji
jednotlivé slozky

e Misto jedné ze slozek se pokusime
navazat vzorek od pacienta, o kterém si
myslime, ze danou slozku mozna
obsahuje

e Je-li to pravda, slozka se navaze

e Pokud se vsechny slozky postupné
navazou, vznikne nepreruseny retézec

e Na konci retézce je vhodné znacidlo

16



Promyti a jeho vyznam

e Pokud by v reakci zustalo

pritomno i

to, co se na nic nenavazalo,
nedokazali bychom odlisit pozitivni

reakci od negativni

e Proto po kazdém kroku reakce
nasledUJe promyt| po kterem

zustanou prltomny pouze
navazane na pevny povrc

e Je-li retézec prerusen, od

slozky
L

hlavi

promyti vSe za mistem preruseni
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Priklad pozitivniho a negativniho prubé&hu

Pacient(v vzorek

Antigen
chybi

POVRCH

(sklicko nebo dno
dllku v desticce
pro serologii)



Typy znacidel

e Fluorescencni barvivo je znacidlem u
imunofluorescence

e Radioizotop je znacidlem u reakce RIA
e Enzym je znacidlem u reakce EIA/ELISA

— Western blotting je zvlastnim pripadem
reakce ELISA, kde jednotlivé antigeny jsou
elektroforeticky rozdéleny

¢ Chemiluminofor chemiluminiscencni reakce
CLIA/CMIA v analyzatoru

Pouzivame-li jako znacidlo enzym, je posledni slozkou pridanou
do reakce jesté prislusny substrat — tedy jeden krok navie.



Imunofluorescence

. o
il SRR GOy

leprded
G - Erdlne .fi'%;ﬂ

COElep DelisCoi sugigen [ e e
v gl < EREhodics

www.biologie.uni-hamburg.de




Imunofluorescence
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Vyhoda: Povrche
je tu podlozni
sklicko. To nam
umoznuje vidéet tvar
mikroorganismu.

Prima imunofluorescence

e (Povrch)-(antigen)-(znacena protilatka)

Neprima imunofluorescence

e (Povrch)-(antigen)-(protilatka)-
(znacena protilatka proti lidske
protilatce)
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Imunofluorescence schematicky
11 2

s

I
e =g Yt~ "'-'L"\ i

Ty

’ - b T 1 -

: > "y i~ I
'y 5™ -

AN @ B

A: Treponema pallidum — od pacienta

B: Znacena protilatka proti 7reponema pallidum

C: 7reponema pallidum — z laboratore
D: Protilatka proti 7reponema pallidum — od pacienta

E: Znacena protilatka proti lidské protilatce 23



ELISA
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ELISA
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ELISA

jamka mikrotitracni imobilisace vazba
destiCky protilatky antigenu

Ty aqd

vazba druhé protilatky inkubace stanoveni
S navazanym s chromogennim produktu enzymove
enzymem substratem enzymu reakce
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Vyznam konjugatu

Konjugat se pouziva zpravidla u reakci
nepiimého prukazu (prukaz protilatek)
Je to protilatka, pro kterou je
antigenem lidska protilatka napr. IgM
nebo IgG

Dokaze byt selektivni proti urcité tride
idske protilatky

Pouziti konjugatu je tedy podstatou

moznosti selektivniho prukazu
jednotlivych trid protilatek
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Moznosti usporadani slozek
bledemodre vzdy slozka pochazejici
ze vzorku ziskaneho od pacienta

e Povrch-antigen-protilatka-znacidlo (P)

e Povrch- protllatka antigen-protilatka-znacidlo
(P, napf. prukaz HBsAQ)

e Povrch-antigen-protilatka-antigen-znacidlo
(N)

e Povrch-antigen-protilatka-konjugat-znacidlo
(N)

Konjugat je protilatka namirena proti lidské
protilatce
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ELISA - praktické provedeni

e Zpravidla mame k dispozici desticku s.jamkami.
Na rozdil od klasickych serologickych reakci ma
kazdy pacient nikoli cer radek, ale jen jeden
dulek. To proto, zZe neZJlstUJeme titry

e Pfed vlastnimi dulky pacientd mohou byt dulky:
- Bl — blank (pro kalibraci spektrofotometru)
- K- a K+ - pozitivni a negativni kontrola

— Cut off (dva ¢i tfi dulky) - vyrobcem dodané
,vzorky" s prave hranicni hodnotou absorbance
(,0dsekavaji® pozitivni vysledky bud ostfe, nebo
s rozmezim plus minus 10 %)

Vzdy zalezi na konkrétni reakci ELISA a JeJ/m provedeni.

Nekdy chybi blank, nekdy neni cut off primo obsazen

v desticce, ale polita se jako primér negativnich
kontrol + konstanta



(www.medmicro.info)

ELISA - ukazka
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ELISA, prukaz protildtek

e U nepfimého prukazu reakci ELISA se
zpravidla hodnoti zvlast protilatky IgM, IgA a
IgG
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ELISA

e U reakce ELISA je na konci celého
procesu enzymaticka reakce. Jeji
intenzita se prOJeV| Jednoduse
intenzitou zbarveni v dulku, kde
reakce probiha. Syta barva =
vysoce pozitivni.

e Nenarocnost z hlediska nakladu a
nulové radiacni nebezpeci je
vyhodou oproti radioimunoassayim

e Moznost automatizace je velkou
vyhodou oproti imunofluorescenci
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Western blotting
e Nazev - slovni hricka (badatel
Southern)

e Prakticky je to ELISA, ale smes
antigenu je rozdelena
elektroforeticky na jednotlive
antigenni determinanty

e Je tedy presnejsi a pomaha
zeJmena tam, kde klasicka ELISA
troskota na zkrlzene pozitivité
napt. pfibuznych mikroorganismu
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Western blotting — princip

(o) Vs o v
1: puvodni antigen (smes) 4: ,presati* rozdélenych
2: uvolnéni jednotlivych antigent na nitroceluldzu

antigenu detergentem 5: reakce ELISA (pfitomny jsou
3: elektroforetické rozdéleni jen nékteré protilatky)

0 o
antigenu




Foto DVH
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Western blot - ukazky

Foto DVH



Western
blot
vysledny
protokol




icroblotarray



Chemiluminiscecni metody
(imunoanalyza) |

Znacidlem je chemiluminofor

Bézné se tato metoda uziva v modifikaci CMIA
(Chemiluminiscent Microparticle Immunoassay)

Antigen nebo protilatka jsou navazana na paramagne |cke ”
Castice

jednotkach (RLU)




Imunochromatografickeé testy

e Imunochromatografické testy jsou zalozeny
na navazovani jednotlivych komponent
podobné jako predchozi

e Dulezitym rozdilem je, Ze zde neni promyti.
Nekteré komponenty jsou navazany na
povrch na urcitych mistech (testovaci a
kontrolni misto), dalsi se hned navazi na
testovanou slozku a spolu s ni cestuji
porézni vrstvou. V pozitivhim pripadé je
zpravidla pozorovan prouzek u testu i u
kontroly, v negativnim jen u kontroly.
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Ukazky imunochromatografickych
testu
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Imunochromatograficke testy:
vyhody
e Jsou velmi rychlé (desitky minut)

e Jsou velmi jednoduché > néktere se
nedelaji v laboratori, ale primo u pacienta

e Jsou dostateCné presné?

e Mohou byt pouzity pro mnoho uceli
(vCetné mimomikrobiologickych, napriklad
tehotensky test)

e POCT

Nevyhoda: jsou pomeéerne drahé ve
srovnani s tradicnimi testy
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Preji Vam hezky zbytek dne...

www.twitchfilm.net/archives/ 003401.html
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