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Dnes mame na programu

m Vyuziti systému obranyschopnosti
organismu k jeho umeélému posileni -
umela imunizace (pasivni a aktivni)

m \Vyuziti existence interakce antigen -

protilatka v praktické mikrobiologicke
diagnostice (druha cast) = praktika




Zakladni rozdéleni
mechanismu
obranyschopnosti
organismu: opakovani

Anatomicke bariéry a funkcni
mechanismy

_ Nespecificka Nespecificka
3 5 |bunéind 4tkova

S = | Specificka Specificka
& = | bunééna latkova




1 - vnéji hradba (kdze) Hrad Imunstejn
2 — vnitrni opevnéni (hematoencefalicka bariera)

3 — dubova brana (sliznice - slabsi nez hradby, ale
pevna)

4 - stoka (teoreticky moznost vniknout dovnitr, ale
proud odpadni vody brani vniknuti)

5 — obranci hradu (bunécna imunita)

6 - vervam horke vody pres hradby (vylévani
produktl toxickych pro Utoc¢nika, humoralni imunita)




Moznosti posileni
jednotlivych slozek imunity

m Kuze, sliznice — celkovd péce o zdravi,
nekoureni (respiracni sliznice) apod.

m Funkéni mechanismy: netlumeni prujmu,
u produktivniho kasle leky podporujici
vykaslani a ne tlumici kasel (ty jsou
vhodné tam, kde se nic nevykasle)

m Prostfedi nevyhovujici mikrobum:

brebiotickeé, probiotické a symbiotickée

breparaty (peroralni, vaginalni Cipky aj.)




Imunoterapie (Iéceni imunopreparaty)

posileni imunity v uzsim slova smyslu

Pouziti: prevence, profylaxe i Iéceni chorob
s Imunizace - viz dale

s Imunosuprese - potlaceni imunitnich
reakcl — u nadmerne nebo spatne imunity

s Imunostimulace - nespecificke
povzbuzenl nedostatecne imunity

s Desenzibilizace - podavaji se
mikrodavky antigenu, aby si na né
organismus "zvykl|" a nereagoval
prehnané; davky se postupnée zvysuji




Imunizace - princip

m Imunizace je zalozena na posileni
specifické latkoveé, méne casto |
bunécné imunity

m Hladovéemu muzi na brehu reky
m hachytame ryby - pasivni imunizace

m pomuzZeme, aby se naudil ryby chytat -
aktivni imunizace

m nekdy kombinujeme oboji




Pasivni imunizace

m Do organismu jsou vneseny uz hotove
protilatky nebo sérum, které je obsahuje.

m Nevyhoda: protilatky od ciziho cloveka
nikdy nejsou stejné, funguji méné ucinné a
postupné se jich telo zbavuje (kratkodoby
ucinek)

m Vyhoda: organismus je chranén okamzite.
Nevyhodu kratkodobého ucinku lze
odstranit, pokud pasivni imunizaci
zkombinujeme s pasivni (napriklad u
tetanu)




Moznosti pasivni imunizace

m Nespecificka séra
= z krve mnoha darcu
m obsahuji protilatky proti mnoha béznym chorobam
m obsahuji i také radu nezadoucich slozek
m proto se s jejich pouzivanim ¢im dal vice vaha.
m Specifické protilatky - priklady
m TEGA - proti tetanu
s HEPAGA - proti hepatitide B
s BOSEA - globuliny proti botulismu
m GASEA - proti plynaté sneéti




Aktivni imunizace

m Aktivni imunizace = ockovani: do
organismu je vnesena ockovaci latka,
obsahujici antigen. T€lo je antigenem
"vyprovokovano" a vytvari protilatky.

s Ockovani proti TBC - vyjimka:
cilem zde neni vyvolat tvorbu
protilatek,ale tvorbu bunécné
imunity, coz souvisi se zvlastnimi
mechanismy u TBC infekce




Vyroba
oCkovaci latky =

Nekteré viry (napr.
chripkove) se musi pro
vyrobu vakciny pomnozit na g
oplodnénych vejcich |
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Ockovaci latky proti bakterialnim

nakazam I

m Ockovani zivymi bakteriemi se
pouziva u tuberkulozy. Ockovani se
provadi ihned po narozeni a
nepreockovava se, jen se kontroluje stav
imunity (tzv. tuberkulinovym testem).

Bakterie je specialni vakcinacni kmen,
jiny druh, ale antigenneé podobny TBC.

s Bakteriny - celé usmrcené bakterie.
Napriklad oCkovani proti cernému kasli,
o ’ !
zpusobenemu Bordetella pertussis.




Ockovaci latky proti bakterialnim
nakazam II

'm Anatoxiny neboli toxoidy - tam, kde
bakterie skodi hlavné prostrednictvim
toxinu (jedu). Anatoxin = jed zbaveny
jedovatosti (toxicity), ktery si zachovava
antigenni pusobeni. Napf. o¢kovani proti
tetanu a zaskrtu.

= Cisténé povrchové antigeny (napr.
polysacharidove), napr. Haemophilus
influenzae b, Neisseria meningitidis aj.




Ockovaci latky proti virovym
nakazam

m Zivé vakciny - péstuji se oslabené kmeny
vird na bunéénych kulturdch. U oslabenych
osob mohou vyvolat ruzné reakce.
Spalnicky, zardénky, priusnice; na lzicce
podavana (IgA!!) - detska obrna (Sabin).

s Usmrceny virus. Virus je vypestovan a

poté usmrcen, nejcastéji formaldehydem.
Klistova encefalitida, zloutenka A

s Chemovakciny. Antigen byl ziskan
,chemickou" cestou (rekombinaci DNA).
Napr. latka Engerix proti hepatitide B.




Druhy ockovani

m Zakladni ockovani - dnes jiz deset
ockovani tzv. ockovaciho kalendare

s Ockovani mimo tento zaklad, napr.

s Ockovani u profesionalniho rizika
(hepatitida B u zdravotniku, klistova
encefalitida u lesniku)

s Ockovani pred cestou (zluta zimnice...)
s Ockovani pro oslabené (chripka)

s Ockovani profylaktickeé (vzteklina)

s Ockovani na prani (chripka, klistova e.)




Ockovani proti TBC

m OCkuje se samostatne, momentalné prvni
tyden po narozeni (uvazuje se o zmene)

m Béhem dalsich let se provadi tzv.
tuberkulinova zkouska - kozni test
bunécné imunity. Pokud je negativni,
ockuje se znovu. Pozor, ockovat ty, kteri
imunitu maji, by bylo nebezpecné

m V devadesatych letech ve dvou krajich
experlmentalne pozastaveno. Pro velky

narust poctu pripadu TBC rychle obnoveno
a déti doockovany




Ockovani proti TBC
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Ockovani proti tetanu

m Ockuje se v ctyrkombinaci, spolu se
zaskrtem, davivym kaslem a hemofily

m Nekolikrat se preockovava, nejprve proti
celé kombinaci, pak uz jen proti samotnému
tetanu (po deseti letech)

m Tetanus dnes neni bézny, ale je natolik
zavazny, ze ockovani je stale namiste.
Tetanicka klostridia se i dnes vyskytuji ve
streve zvirat, a tedy i v zemi, pokud by se
neockovalo, bylo by riziko velké




Ockovani proti zaskrtu
Ockovani proti cernemu kasli

m Ockuje se v ctyrkombinaci, spolu
s tetanem a hemofily

m Po zakladnim ocCkovani se nekolikrat
preockovava

m Zaskrt je stale aktualni, zejména
vzhledem k migraci z postsovéetskych

republik, kde se difterie i pertuse stale
obcas vyskytuji

m U nas se oboje vyskytuje obcasne




Ockovani proti , Hib"

m Jde o ocCkovani proti Haemophilus
mfluenzae, a to proti opouzdrenym
kmenum s pouzdernym typem b

m Latka je Cistény polysacharid

m Ockuje se v ctyrkombinaci, spolu se
zaskrtem, davivym kaslem a tetanem

= Bylo zavedeno pred nekolika lety a po jeho
zavedeni vyznamne poklesl pocet
mvazwnlch hemofllovych infekci
predskolaku (zanéty mozkovych blan, plic,
priklopky hltanové)




Ockovani proti hepatitide B

m Ockuje se samostatne, ale zaroven
s predchozi ctyrkombinaci
(momentalni stav, uvazuje se o
zmene). Je to chemovakcina

m Dalsi z pomeérné nedavno zavedenych
ockovani - i drive ovsem pouzivano,
ale jen u rizikovych skupin (napr. deti
HBsAg pozitivhich matek) Ci
profesniho rizika (zdravotnici)




Ockovani proti detske obrne

m Ockuje se samostatnée, pouziva se
peroralni Sabinova vakcina - zivy virus.
Je velmi ucinna, ale ma riziko komplikaci, |
kdyz jen nepatrné
m Pravdépodobné se ale prejde na injekcni
Sabinovu vakcinu (usmrceny virus) a
bude se ockovat v kombinaci s nékolika
jinymi vakcinami.

m U nas se détska obrna nevyskthJe ale
vyskytuje se v Asii i JV Evropeg, takze cil,
kterym je celosvetova eradikace tohoto
zavazného onemocneéni, je jeste daleko




Salk a Sabin




Ockovani proti spalnickam

m Ockuje se v trojici se zardénkami a
priusnicemi, ve vsech trech pripadech jde
0 ZiVe Viry

m U téchto oCkovani se nejcasteji objevuji
pochyby, jestli je nutné a vhodne

m Ovsem spalnicky jsou pomerne neprljemne
pro dité bolestivé onemocnéni, a zpusobuji
ekonomicke ztraty (absence rodlce V praci)

m Existuje i riziko sklerotizujici spalnickove
panencefalitidy (zanetu mozku), hlavneé u
dospélych. Je velmi vzacnég, ale zavazne.




Ockovani proti zardénkam

m Také zardenky v dobé pred ockovanim
znamenaly velké ekonomicke ztraty,
komplikace pro skoly a skolky apod.

m Zardenky jsou take nebezpecné u
tehotnych, kde existuje riziko potratu
u infikovanych zen.

m Proto byly v 80. letech ockovany
nejprve divky ve 12 letech a pak i
vsechny dvouleté deti




Ockovani proti priusnicim

m Pro priusnice plati totéz co pro
predchozi dvé choroby

m Zatimco zardenky byly nebezpecné
tehotnym damam, priusnice hrozi
spiSe panum (dospélym) - riziko
zanetu varlat (orchitidy), vedouci az
k neplodnosti




Ockovani ,,MMR" (measles,
mumps, rubella =
spalnicky, zardenky, *':.-,'1'
olgls ” _
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Ockovani proti chripce

m V posledni dobé popularnejsi nez
drive, vzhledem k riziku tzv. aviarni
chripky (H5N1)

m U chripky je ovsSem treba pocitat
s rizikem antigenniho driftu (drobné
zmeny antigenni struktury) a shiftu
(vétsi antigenni posuny). Proto
ockovani nezanechava trvalou imunitu
a musi se kazdy rok obnovovat




Ockovani
proti chripce
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Ockovani proti klistove
encefalitide

m Casto zadané ockovani - ovsem lidé
vetsinou nechavaji ockovat deti, ackoli
onemocneni probiha zavaznéji u
dospéelych. Do 6 let se nedoporucuje.

m OCkuje se dvémi davkami zpravidla
v zimnim obdobi, treti (,boosterova"“)
davka nasleduje dalsi zimu.

Doporucuje se po trech letech
preockovat

m Nechrani samozrejme proti borelioze




Dalsi
ockovani

m proti meningokokove infekci

m proti pneumokokoveé infekci

m proti planym nestovicim (1)

= proti riznym tropickym chorobdm
m proti rakoviné cervixu

m proti HIV (vyzkum)
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Uvodem k druhé ¢asti

m Budeme pokracovat v diagnostice,
zalozené na interakci antigenu
(v pripadé mikrobialnich antigenu jde
o povrchovou cast tela mikroba)
s protilatkou (imunoglobulinem,
ktery je tvoFen makroorganismem.

m PFitom muZeme prokazovat ZV|reC|
protilatkou antigen (prlmy prukaz)
nebo antigenem protilatku v séru
(nepfimy prukaz)




Prukaz antigenu a antigenni
analyza (opakovani)

m V ramci prikazu antigenu (tedy
primého prukazu) Ize jesté dale rozlisit
dva podtypy:

= Primy prikaz antigenu ve vzorku,
napriklad ve vzorku mozkomisniho moku

= Antigenni analyza (identifikace) kmene,
izolovaného ze vzorku (napriklad kmene
meningokoka)
s U neprimého prikazu naopak vzdy
pracujeme se vzorkem, a to se vzorkem
séra, kde hledame protilatky




A jesteé trochu opakovani:
Interpretace

m Prukaz antigenu (vcetne antigenni
analyzy) je prima metoda. Pozitivni
vysledek znamena pritomnost mikroba
v téle pacienta

m Prukaz protilatek: je to nepfima metoda.
Nicméné jsou zpusoby, jak alespori
odhadnout, kdy priblizné se mikrob
s telem pacienta setkal:

m Mnozstvi protilatek (relativni — jako titr)
m Trida protilatek: IgM/Ig
m Avidita protilatek - sila vazby na antigen




Jak tyto informace zjistit

= Akutni infekce: velke mnozstvi 14
protilatek, prevazne tridy IgM

m Pacient po prodélane infekci: mala
mnozstvi protilatek, hlavne IgG
(imunologickd pamét) 2

m Chronicka infekce: rGzné moznosti




Opakovani

Titr — nejvyssi redeni, kde je pozitivni
reakce. Mame-li dve rady, je titrem
nejvyssi redeni z obou rad dohromadly.




ProC nestaci samotny titr

| J Velmi reaktivni pacient
Nekdy se stane, ze naopak i dlouho po

malo reaktivni pacient  jnfekci titr relativné
ma i v akutni fazi titr  vysoky
dosti nizky.




Parova a neparova sera
& PArovVa Séra = prvni vzorek je
uchovavan v lednicce, dokud
neprijde i druhy. Pak jsou oba
hodnoceny naraz. 4nasobny
vzestup se v tom pripade ma za
signifikantni pro akutni infekci.

m Séra nejsou parova (druhy vzorek
je vySetren zvlast): zvétSuje se
riziko nahodnée, chyby, proto
zpravidla vyzadujeme 8nasobny
vzestup titru




Zapamatujte si:

m Veskere ,srandicky" typu titry, tridy
protilatek, zjistovani avidity, slouzi k
odliseni akutni infekce, chronické infekce
a stavu po davno prodelané infekci.
Tykaji se pouze neprimého prukazu!

s PFrimy pritkaz totiz primo prokazuje v
téle pacienta cast patogenova organismu.
Neni tedy nutné zadne dalsi upresnéni




Typy serologickych reakci a

jejich zpusoby vyuziti

Priikaz Antigenni | Neprimy
antigenu analyza prikaz
Aglutinace obcas casto nékdy
Precipitace malokdy malokdy obcas
KFR casto (viry) ne casto (viry)
Neutralizace obcas ne casto
Znacene slozky |velmi Casto vyjimecneé |velmi Casto




Komplementfixace (KFR)

Komplement = jedna ze slozek imunitni
reakce

Pro KFR pouzivame morceci komplement.
Pacientuv komplement je pred reakci
inaktivovan

Komplement neni schopen vazat se na
samotny antigen

Komplement neni schopen vazat se na
samotnou protilatku

Komplement je schopen vazat se pouze na
KOMPLEX obou




Princip komplementfixace

m Komplement se tedy vaze na
komplex antigen-protilatka. To
ale samo o sobé neni videt.

m Proto pouzivame jeste tzv.
indikatorovy komplex - berani
erytrocyty + kraliCi protilatky proti
nim. V pripade, ze se na tento
komplex navaze komplement, dojde
k hemolyze




Pokus k overeni funkce
komplementu

Amboceptor = kralici protilatka proti beranim
erytrocytim

1. Berani ery + amboceptor bez
komplementu - neni hemolyza

2. Berani ery + komplement bez
amboceptoru = neni hemolyza

3. Berani ery + komplement +
amboceptor = hemolyza

4. Kralici ery + komplement +
amboceptor = neni hemolyza




Princip KFR (negativni, pozitivni)

antigen

antibody
protilatka

NO HEMOLYSIS | HEMOLYSIS  [Jeraniehy
NENI HEMOLYZA HEMOLYZA ]

amhoceptor




Problemy s KFR

m PriliSs mnoho komplementu - falesna
negativita. Co delat? Titrovat
komplement (viz dalsi obrazovka)

m Nektera slozka séra sama o sobe
vyvazuje komplement (slozka
antikomplementarity): falesnée
pozitivni vysledky. Co delat? Proveést
test antikomplementarity. Je to
vlastne ,,skoro normalne" provedena
reakce, ovsem bez antigenu




Titrace komplementu

m Pro reakci potrebujeme mnozstvi
morceciho komplementu, které neni
moc velkeé ani malée.

m Proto zjistujeme, jaké mnozstvi
komplementu hemolyzuje pracovni
jednotku krvinek s amboceptorem
(hemolyticka jednotka)




Test antikomplementarity

| volny - free antibody

NO HEMOLYSIS | HEMOLYSIS berani ery
NENI HEMOLYZA HEMOLYZA ]"

amboceptor
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Pouziti KFR

m KFR Ize pouzit pro diagnostiku mnoha,
zejmena virovych infekci

m Jako i jiné serologické reakce se KFR
pouziva k prukazu antigenu & protilatky

m Castéjsi je ale prikaz protildtky, proto
se jim budeme zabyvat vic

m Berme to tedy tak, ze mame laboratorni

antigen, ktery konfrontujeme se serem
pacienta (kde hledame protilatky)




Neutralizacni reakce:
obecny princip
m Protilatky funguji nekolika

zpusoby. Jeden z nich je pfima
neutralizace.

= Tento zpusob se zfidka vidi u
celych bakterii. Pozorujeme ho u

. O 1r ’ | (o)

viru nebo bakterialnich toxinu
Nicméné nékdy protilatky neutralizuji i
urcitou charakteristiku celé bakterie,

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




Neutralizace schématicky

m Protilatka (Ig) brani efektu
inku

m Priklad: ASLO (Toxin =
streptolyzin O, Ig =
antistre ptoln O,
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Priklady neutralizacnich reakci

Priklad Neutralizovan Objekt Reakce
1 Toxin Erytrocyt ASLO
bakterie hemolyza
(hemolyzin)
) Virus Erytrocyt HIT

shlukovani

3 Virus Bunka efekt |\VNT
metabolicky




Priklad 1: ASLO

m Protilatka blokuje hemolyticky efekt

toxinu (streptolyzinu O) na krvinku.

m ASLO neni nepfimy prukaz, prestoze
hledame protilatky. Nepatrame tu po
patogenovi, urcujeme samotneée
protilatky, jez mohou byt nebezpecné

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

m Titr nad cca 250 znamena moznost
autoimunitni odpovedi




ProC se dela ASLO

m Pomoci testu ASLO zjistite, zda je pritomna
normalni protilatkova odpoved, nebo
premrsténa automimunita s rizikem vyvoje
glomerulonefritidy nebo revmaticke horecky

m Test ASLO se provadi zpravidla po prodelané
streptokokové infekci. Prukazem protilatky se
nesnazime prokazat infekci (o té vime), ale
zjistit, zda dochazi k vyvoji autoimunity. Nejde
tedy vlastné o nepfimy prukaz, prestoze
prokazujeme protilatky.




ASLO: princip

Positiva reactien:
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Hodnoceni ASLO

m Panel se odecita nalezato. Obsahuje
pozitivni kontrolu a sedm pacientu.

Hodnoceni visledka ASLO

WS 506 #7759 911




Priklad 2: HIT

s Hemaglutinacné Inhibicni Test

m Pozor, tohle NENI aglutinace, je to druh
neutralizace!

m Protilatka neutralizuje virove shlukovani
: . : v i wi 4 QO
Krvinek (in vitro vlastnost vetsiny viru)

m Ukol: Odecdtéte vysledky HIT u kligtové
encefalitidy. UcCinte pravdépodobny zaveér
(akutni infekce? Pouze pamétové
protilatky? a podobné)

m V prvnim sloupci redeni 1 : 10




UkOl 3: VNT (neplette si to s TNT © )

m \/irus Neutralizacni Test

m Bunecna kultura byva poskozena
virem. Skodu muZeme pozorovat
jako zménu barvy v dulku (pH se
meni)

m Jsou-li pritomny protilatky, mohou
tomuto vlivu na bunky zabranit




Prubéh protildtkové
odpovedi z hlediska trid Ig

m Protilatky IgM se tvori jako prvni, ale

take jako prvni mizi. Neprochazeji
vlacentou, jejich prukaz u novorozence
je svedectwm jeho infekce

m Protilatky IgG se tvori pozdéji a
zustavaji jako pamétové pritomny
dlouhodobé. Prochazeji placentou
(novorozenec
je tedy muze
mit od
matky)




Protilatky ostatnich trid

m 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)

m Protilatky tridy IgE se vyskytuji u alergil.
Zpravidla se vsak nestanovuji specifickée
IgE proti néjakému patogenovi

m S protilatkami IgD se v mikrobiologii
nepracuje




Reakce se znacenymi
slozkami

Na povrch se postupné navazuji jednotlivé
slozky

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

Je-li to pravda, slozka se navaze

Pokud se vsechny slozky postupné
navazou, vznikne nepreruseny retézec

Na konci retézce je vhodné znacidlo




Promyti a jeho vyznam
= Pokud by v reakci zustalo pritomno

i to, co se na nic nenavazalo,
nedokazali bychom odlisit pozitivni
reakci od negativni

m Proto po kazdém kroku reakce
nasleduje promyti, po kterém
zustanou pFitomny pouze slozky
navazane na pevny povrch

m Je-li retézec prerusen, odplavi
promyti vSe za mistem preruseni




Prubéh pozitivni reakce

(moznost se tremi slozkami — mohou byt
jen dve)

| Znadidlo,
| které je

| nakonec
detekovano

Prvni slozka __

povrch




Prubé&h negativni reakce

(moznost se tremi slozkami)

e ——= D e 2ité je promiyti
ey PO KaZdém kroku.

| Znagcidlo, Odstrani v$e, co
neni navazano, tedy

| které by bylo
 detekovano nakonec i znacéidlo.

Prvni slozka

povrch




Typy znacidel

m Fluorescencni barvivo je znacidlem u
imunofluorescence

m Radioizotop je znacidlem u reakce RIA

m Enzym je znacidlem u reakce ELISA

s Western blotting je zvlastnim pripadem
reakce ELISA, kde jednotlivé antigeny jsou
elektroforeticky rozdeleny

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




Moznosti usporadani slozek
modre vzdy slozka pochazejici ze
vzorku ziskaneého od pacienta

m Povrch-antigen-protilatka-znacidlo (P)

m Povrch-protilatka-antigen-protilatka-
znacidlo (P, napr. prukaz HBsAg)

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

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

Konjugat je protilatka namirena proti
lidské protilatce




Vyznam konjugatu

m Konjugat se pouziva zpravidla u reakci
nepiimého prukazu (prukaz protildtek)

m Je to protilatka, pro kterou je
antigenem lidska protilatka napr. IgM

nebo IgG

m Dokaze byt selektivni proti urcité tride

idské proti

m Pouziti konj

atky
ugatu je tedy podstatou

moznosti selektivniho prukazu
jednotlivych trid protilatek




Priklad reakce ELISA
pouzité k detekci
14t

Vsimnete si pouziteho konjugatu anti-lgM. Ten
bude reagovat vzdy jen s protilatkou IgM. Bude-li
pritomna protilatka proti prislusnemu antigenu,
avsak tridy 1gG, nebude s ni konjugat reagovat.




imunofluorescence
vypadaji stejne

e

Prima imunofluorescence

m (Povrch)-(antigen)-(znacena protilatka)

Neprima imunofluorescence

m (Povrch)-(antigen)-(protilatka)-
(znaCena protilatka proti lidské
protilatce)




ELISA - proc je tak
oblibena

m U reakce ELISA je na konci celeho
procesu enzymaticka reakce. Jeji
intenzita se projevi jednoduse:
intenzitou zbarveni v dulku, kde reakce
probiha. Syta barva = vysoce pozitivni.

m Nendroc¢nost z hlediska nakladu a
nulové radiacni nebezpeci je vyhodou
oproti radioimunoassayim

m Moznost automatizace je velkou
vyhodou oproti imunofluorescenci




ELISA - prakticke
provedeni

m Zpravidla mame k dispozici desticku
s jamkami. Na rozdil od klasickych
serologickych reakci ma kazdy pacient
nikoli cely radek, ale jen jeden dulek.
To proto, ze nezjistujeme titry

m Pfed vlastnimi dulky pacientu byva:
m Bl - blank (pro kalibraci spektrofotometru)
m K- a K+ - pozitivni a negativni kontrola

s Cut off (dva &i tfi dulky) - vyrobcem
dodané , vzorky" s prave hranicni hodnotou
absorbance (,,odsekavaji" pozitiv. vysledky)




ELISA - ukazka

(www.medmicro.info)




Western blotting

\"O 4. 4

m Nazev - slovni hricka (badatel
Southern)

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

m Je tedy presnejsi a pomaha
zejmena tam, kde klasicka ELISA
troskota na zkrizené pozitivite
napt. prfibuznych mikroorganismu




Western blot - vzhled

| (obrazek z www.medmicro.info)

° - c D UY9 TV O
A OO =
= - aug-_gm o
o
J ©
| zoeomas 1 1 , =
=z >
S 3
§:g - o ) '31: 7
= A = »N " -
2s  EBIR|E sk =] 2 o
> =1 1= - m
=z =] [§] |8 2|8 3|3 =
- " o = T | @
| X O >l > i




Pro dnesek dekuji za
POzornost

PlySovy
streptokok




