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Heparinizovana krev je po naredeni v HBSS smichana s luminolem a aktivatorem (OZP -
opsonizovany zymozan). Prostfednictvim opsoninu navazanych na zymosanové castice se
OZP vaze na komplementové a imunoglobulinové receptory fagocytu. Tim spousti signalni
drahu vedouci k aktivaci proteinkinasy C, ktera katalyzuje fosforylaci endogennich proteinu
a naslednou aktivaci NADPH-oxidasy, klicoveho enzymu respiracniho vzplanuti. Aktivita
plne krve se meéri do dvou hodin po odberu. Luminolem zesilena luminiscence |e
analyzovana Vv mikrotitracnich destickach v luminometru pfi 20-25°C. Kinetika
luminiscencni odpovedi kazdého vzorku je sledovana po dobu maximalne 60 min.
NejdulezitéjSimi ukazateli oxidativniho vzplanuti fagocytu jsou vrchol luminiscencni
odpoveédi, ¢as jeho dosazeni a celkové vyprodukované mnozstvi reaktivnich metabolitu
kysliku (integral plochy pod naméfenou kfivkou). Spontanni respiracni vzplanuti fagocytu
byva obvykle na urovni pozadi luminometru.

ﬁStanoveni bakteriolytické aktivity komplementu v séru ryb Y
Tato luminiscenCni metoda zalozena na principu bioluminiscence vyuziva
rekombinantni bakterialni kmen Escherichia coli (K12pGFPluxBAmp), jehoz
plasmid obsahuje gen pro enzym luciferazu a jeji substrat aldehyd (Nikoskelainen
et al.,2002). Svetelna emise je vysledkem nasledujici reakce (Hakkila et al., 2002):.

uminiscencni analyza oxidativniho vzplanuti fagocytu v plné rybi krvi

telni ledvina (opistonefros)

U1 et FMNH, + O, +RCHO < FMN + RCOOH + H,O + svétlo (490 nm),
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tymus ktera je katalyzovana enzymem luciferazou a vyzaduje pritomnost ATP, ten je
produkovan pouze zivymi bunkami. Intenzita produkovaneho svétla odpovida
viabilité bakterii. Kinetika reakce je merena po dobu 3 hodin v laboratorni teplote.
Z grafu znazornujiciho zavislost luminiscence na case je odecCtena doba potrebna
pro usmrceni 50% bakterii. Tato hodnota je pouzita jako parametr pro srovnani
aktivity komplementu jednotlivych vzorku rybiho séra (popf. plasmy) o stejné
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GALT slezina (Toman et al., 2000).
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Stanoveni IgM z rybiho sera/plasmy pomoci ELISA metody: SPECIFICKA Protilatky — pouze tfida IgM (tetramer) — metoda ELISA Stanoveni obsahu lysozymu v koznim mukusu ryb
Ke stanoveni imunoglobulind ze séra &i plazmy se vyuziva turbidimetrickd nebo ELISA : ) Mnozstvi lysozymu Ize stanovenovit in vitro radialni difuzi v agaroze. Metoda
metoda, v pfipadé ELISA metody se vyuziva dvou zakladnich vlastnosti rybiho IgM - - ~ vyuziva Micrococcus luteus (CCM 169), ktery patfi k nejcitlivejsim

mikroorganismum rozpousténym timto enzymem. Agar6za je ropusténa v Britt.-
Robinsonove pufru (pH 7,0), dale je pridan Micrococcus luteus (CCM 169), vSe je
povareno a nalito na sklenéné nebo plastove plotny. Ke kalibraci se pouziva roztok
lysozymu (E.C. 3.2.1.17, Sigma) o mnozstvi 2, 5, 10, 15 a 20 mg/ml. Inkubace
N BT . probiha ve vihké komurce za laboratorni teploty 24 hodin. Pruméry projasnénych
difuznich zén se odecitajiméritkem IDP — SEVAC. Mnozstvi lysozymu ve vzorku
se prepocita podle kalibracni krivky na mg/ml vzorku.

vaznosti k povrchu umelych hmot a schopnosti nést na svém povrchu enzymy umoznujici
jejich obarveni. Metoda vyuzivajici tyto vlastnosti se nazyva ELISA (Enzyme-Linked-
ImmunoSorbent Assay). Pri standardnim (,,sandwich®) ELISA testu je pouzita 96-jamkova
destiCka, na kterou je navazana neznacena monoklonalni anti-rybi IgM (nejCastéji mysi Ci
kraliCi 1gG2b). Po navazani anti IgM na steny jamek je zbytek povrchu jamek vysycen
susenym mlékem — pro zablokovani nespecificky navazanych shluku imunoglobulinu. Poté
je napipetovano seérum/plasma o potrebné koncentraci. Nyni je do vSech jamek pfidana
druha monoklonalni anti-rybi IgM znagena kfenovou peroxidazou. Na zavér je pfidan - pocet erytrocytu a leukocytu
chromogen (napf. OPD), ktery je oxidovan kyslikem produkovanym reakci peroxidazy s - hematokrit a leukokrit
peroxidem vodiku a méni barvu na Zlutou az oranzZovou. Po vyvinuti reakce je pfidana 2M T ey SR PR Orientacni srovnani nekterych vzorku
H,SO,, ktera reakci zastavi a cela desti¢ka je zméfena na ELISA readeru pfi vinové délce T T —— obsahujicich LSM:

450 nm (obr. 1). Existuji i dal$i typy ELISA test(l, napf. kompetitivni. Tato se pak li&i hlavné idske sliny 0,1-0,5 mg/ml

ve sloZeni tzv. ,,sendviée* (obr. 3) v jamkach desticky. Kompetitivni ELISA se da vyuzit idske slzy cca 6 mg/mi

také pfi stanoveni koncentrace hormont v krvi ryb, napf. 11-ketotestosteronu. V takovém Kozni mukus Leuciscus 8-15 mg/ml
pfipadé mluvime o kompetitivnim EIA testu (Enzyme Immunoassay, obr. 2). Kozni mukus Gobio 5-7 mg/ml

Odbéry vzorku:

- krev je rybam odebirana z kaudalni veny

- pro experimenty se pouziva plna heparinizovana (50 U/ml) krev
- nebo je zpracovana na plasmu / sérum

Hematologické parametry:
- krevni diferencial

(Svobodova et al., 1986)

y=53,084x+ 7,80
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Obr. 1: ELISA reader,

96-jamkova desticka.
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Obr. 2: ZjednoduSené schéma EIA

testu, vyhodnoceni EIA testu.

Sandwich ELISA

K Upraveno podle:

http://www.caymanchem.com

Obr. 3: Standardni
ELISA test.

http://www.interferonsource.com/
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Obr.: Agarozovy gel obsahujici Micrococcus luteus a difuzni zény vytvorené v gelu po
aplikaci vzorku s LSM.




