Metody stanoveni
protilatek



Metody

 Stanoveni protilatek - zakladni imunologicka vysetreni.

* stanoveni kvantitativni, kvalitativni a stanoveni specifickych protilatek
* Metody: Imunodifuze - radialni ID

Aglutinace

RIA? FIA, EIA — ELISA

Western blot

Nefelometrie, turbidimetrie

Fyziologické hodnoty mnozstvi protilatek v séru u Cloveka:

gG8-18g/l; 1IgA0,9-3,5¢g/l; 1IgM 0,9-2,5g/I; 1gD 0,1 g/I; IgE 0,0003 g/I



Stanoveni protilatek

» SEROLOGICKE METODY - véechna stanoveni protilatek v krevnim séru.
* Priklady sérologickych reakci a zpusobu vizualizace:
* Aglutinace vizualné hodnotitelny aglutinat

* Precipitace vizualné hodnotitelny precipitat nefelometrickeé, resp,
turbidimetrické hodnoceni

* Komplement fixa¢ni reakce hemolyza erytrocytl

* Imunoelektroforéza precipitat antigenu nebo protilatek rozdéleny v
elektrickém poli



Serologické metody — precipitace, aglutinace
Imunoprecipitacni kiivka (Ag — antigen, Ab — protilatka)

Oblast ekvivalence
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Dulezité pojmy z oblasti sérologie jsou:

e sérokonverze — zvyseni hladiny specifickych protilatek, tento pojem
zahrnuje dynamiku tvorby protilatek

e séropozitivita,

* seronegativita — pritomnost, resp. nepritomnost specifickych protilatek v
Séru

* sérorezistence — stav, kdy pfi léCbé zustava seropozitivita bez klinickych
priznaku serorecidiva — znovuobjeveni pozitivity séra po prechodnem
vymizeni specifickych protilatek e

 sérotyp (sérovar) skupina puvodcl onemocnéni (obvykle podmnozinu
bakterialniho druhu), ktera se od jin?'ich zastupcu téhoz bakterialniho druhu
da odlisSit pravé na zakladeé sérologické reakce. Vykazuje tedy urcitou
antigenni specifitu v ramci druhu.



DalsSi stanoveni

e Stanoveni IgE

 Stanoveni monoklonalni (patologické) komponenty: pri podezreni na
monoklonalni gamapatie se stanovuje mnozstvi mono-, bi- nebo
oligoklonalnich protilatek, které jsou produkty jednoho nebo néekolika
malo patologicky zmnoZzenych klont B lymfocytl (imunofixace).

e Stanoveni kryoglobulinu (napr. hematologické malignity, revmatoidni
artritida, vaskulitidy, chronické zanétlivé stavy, vieklé infekce apod.).
Stanoveni za prisnych teplotnich podminek 37°C (jinak precipitace)



Zakalove reakce

metoda probihajici v roztoku

Princip: pri reakci Ag a Ab vznika zakal-precipitat, jehoz intenzita je pfi konstantnim
mnozstvim mn. Ab itmérna koncentraci vySetfovaného Ag

*NEFELOMETRIE — rozptyl

monochrom. svéetla méreného g 1222 prodredt srozmtenym :::Elpmgﬁéezfﬁ:rfhn
pod Uhlem, méfi se intenzita | **" = cadtic ermi zéteni
zablesk( svétla odrazeného od +++ TURBIDIM ETRIE
IK (Tyndal. efekt), vybojka nebo dete Kiar

odraze ného | NEFEL OMET RIE
Iaser ZaF eni

TURBIDIMETRIE — ubytek monochrom. svétla o 320nm pfi prichodu
vzorkem v kyveté méreného ve stejné roviné

Vyhoda: moznost automatizace, rychlost provedeni, presnost, ale vyssi
cena, dioda, méneé presna



Imunofixace

Rozdéleni rliznych proteinl na zakladé jejich pohyblivosti v el. poli modifikacni metodou
1. stupen: Elfo vysetfovaného séra
2. Stupen: na agardzu se polozi plastikované maska s vyrezy, naplni se s antiséry (antilgG, IgA, IgM, anti

kappa, anti lambda), pak porovnani s precip. reakce s normalnim sérem ,TSP — testovana séra
pacientu

Hodnoceni
a)Okometricy
b)denzitometricky
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Vyuziti: Stanoveni c Ig, hlavnich sérovych proteinu,
stanoveni sérovych bilk.(slozky C, proteiny akut. faze
(CRP — stand. 2mg/I, transferin, alfa2 — makroglobulin)

Uskali: V prec. kfivce je tfeba vymezit oblasti:

a)zona vyuzitelna pro mereni Ab, tj oblast nadbytku Ab

b)Kriticky bod, oblast ekvivalence, zde le#i nejvysi konc. Ag, kterou

|ze jesté mérit
c)oblast za krit. bodem pro Ag, zde nelze mgrit
Dva rezimy stanoveni
a) End point — méri se v prostredi polyetylénglykolu
b)Rate kyneticky systém — méri se kineticky , v kratkych ¢asovych intervalech



Metoda ELISA

Sendvicova ELISA pro protilatky

Neboli nepfima ELISA na detekci Ab — slouzi na diikaz neboli titraci Ab
specifickych pro urcity Ag. Pouziti: na titraci Ab tridy IgG + IgM.
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