Casové rozdéleni metod

Metody l.generace
» Nektereé techniky v roztoku — precipitacni, aglutinacni, KFR

Metody ll.generace
« Kvantitativne i slozité smesi antigenu,
* |munodifuze, imunoelfo

Metody lll.generace

* Velmi citlivé metody, stanovi Ag, Ab i hapteny
* Imunoanalyzy — pr. RIA, FIA, EIA, imunoturbidimetrie
« — nefelometrie, -fluorimetrie, popf jejich kombinace

Metody IV.generace
« Kontinualné meri Ag, Ab i hapteny
* imunosenzory



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

Oblast ekvivalence
Precipitacni metody
Oblast nadbytku protilatky
Nekompetitivni metody
nadbytek nadbytek « zakalove nefelometrie

AD , Ag turbidimetrie

ekvivalence * s markerem EIA, IRMA..

Oblast nadbytku antigenu
Kompetitivni metody
 heterogenni RIA, ELISA..
« homogenni EMIT...

mnozstvi precipitatu

mnozstvi antigenu

- faktory ovliviujici precipitaci:

yp Ab /napr. 1IgG/

eplota — se zvysSujici se teplotou
se urychluje precipitace /napfr. 38°C/
zajemna koncentrace Ag a Ab
H

ontovy naboj

var a velikost Casti
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PRECIPITACNI metody:

Ag + Ab Bl oAb
precipitinogen precipitin precipitat srazenina
solubilni /rozpustny/
- delime:
l. prstencova

— prstenec srazeniny precipitatu

ll. sklickova — urCeni pod mikroskopem

IMUNODIFUZE

‘vyuziti : ke stanoveni Ag, Ab, H



PRECIPITACNI metody:

praxe — 1. zjisténi vyskytu Ci stanoveni Ab v séru pfi inf. onemocneni
2. identifikace patogena
Koncentrace Ab se vyjadruje jako :
=.79jmens"i zredeni Ab, které jeste reaguje s Ag
- hodnoceni : — odecCteni okem

a, zjisténim mnozstvi precipitatu

b, zjist€énim mnozstvi Ag v precipitatu ¢i supernatantu
c, zména optickych vlastnosti vzorku — 2 metody :
NEFELOMETRIE —.I'URBIDIMETRIE



pr. Precipitachi imunochemické metody

— jednoduché precipitacni testy
terénni kazetove testy pracujici v oblasti ekvivalence

O L O L L

Negativni vysledek Pozitivni vysledek

Za nepritomnosti nebo nedostatku drogy ve vzorku moce
vytvori protilatka imunokomplex (precipitat) se znacenou
drogou vazanou v misté testu T. (S — vzorek, C — kontrola)



Imunodifuze

- specificka reakce Ag s Ab - precipitace
/gel z agaru nebo agarozy/- AGAR 'més polysacharidll extrahovanych z ¢ervenych

morskych ras

i‘l’rodnl' agar nutno preciStovat .rakcionaci vznikaji 2 sloiky:‘garéza
- neobsahuje vedlejSi aniontoveé skupiny - pro difuzi vice vhodna
- standardnéjsSi slozeni nez agar a nizSi schopnost nespecifické adsorpce
Egaropektin
- obsahuje aniontové skupiny m

*  rozvareni agardozy v pufru na vodni lazni

* naneseni na sklenéné desticky — ztuhnuti ve vodorovné poloze /pfi teploté pod 42°C/

* - princip ID:

* -vzajemna volna difuze Al:ﬁg v gelu na zakladé koncentracniho

spa 7 do mi retnuti e vznikaji precipitacni
linie louck stenc uhy /zalezi na pouzitem materialu/
» -vzniklé precipitaty detegujeme:
kem - zakal
arvenim — Coomassie blue, amidocern
ekundarnimi protilatkami
u, Ag, radioizotopy
- vznik precipitatt je déj postupny!!!




Imunodifuze

EI”T’H.LEITIIH

- rozdéleni imunodifuznich metod:
ednoducha imunodifuze — gelem difunduje pouze jedna slozka —Ag nebo Ab
vojita imunodifuze — gelem difunduji obé slozky— Ag i Ab
— slozka putuje v gelu jednim smérem
' /radialni/— slozka putuje vice sméry
Ag a Ab si neodpovidaji — nevytvori se precipitacni linie
Smés vice typt Ag a Ab — pocet linii odpovida poctu sobé si odpovidajicich paru
Ab a Ag




Imunodifuze

roztok s Ag
gel s Ab
olej

precipitaini
lirde

- jednoducha imunodifaze
 -migruje 1 slozka:
- 1. slozka se smicha s gelem uz pri jeho pripravé (nemigruje)

« 2. slozka se aplikuje nasledné do vyrezanych jamek — MIGRUJE —
v misté vyrovnani koncentraci vznika precipitacni linie

. ® jednoduchd jednorozmérna imunodifize [ile OUDINA

* - Ve spodni ¢asti zkumavky agarozovy gel s Ab, prevrstveno roztokem s
Ag - zalito parafinovym olejem — zabrana odparovani

* - Cim je Ag koncentrovanéjsi, tim dale od roztoku s Ag vznikaji precipitacni
linie  /odecitatelnéjsi/

* - VyuZiti: .jetekce poctu Ag part



Imunodifuze

> jednoducha radialni /dvojrozmérna/ imunodifiize

dle MANCINIOVE

- na sklenén stiCku se nalije gel, ktery
obsahuje Ab migruje

inkubace ve vihké komurce ve vodorovné
poloze — difuze vSemi sméry (radialni)
0 obarveni - modreé precipitacni prstence

m je vzorek koncentrovanéjsi — vetsi
prumer prstence

— zméreni druhe mocniny pramérd prstencu —
vyneseni kalibracni krivky a odecet koncentrace
neznameho vzorku-

VYUZziti
e kvantitativnimu stanoveni Ag

l(linické praxe: stanoveni koncentrace IgG, IgA,

IgM, IgD, slozek komplementu a proteint akutni

faze

kalthracni

wEZorky

tyrziologic by

roztok

jamky - vzorky:

-gel s Ab
iyziologicky roztok —blank
zorky o neznamé
koncentraci

./zorky 0 znamé koncentraci
(kalibrac¢ni)



Imunodifuze

« dvojita imunodifuze

« - gelem difunduji obé slozky el by — bt :

* - koncentrace Ag a Ab musi byt lnde
vzajemné ekvivalentni — proti gels i —f4 '
prekryvani linii

X dvojita jednorozmérna
imunodifuze

« -ve zkumavce agarozovy gel s Ab
a agarozovy gel s Ag

* -mezinimi ¢isty gel — v misté
vyrovnani koncentraci se vytvori
precipitacni linie-

- vyuziti: [kvalitativni dikaz Ag

.Jréenl’ imunochemické pribuznosti
ci odlisnosti Ag

_Jrecipitaini




Imunodifuze

dvojita radialni imunodifuze /e
OUCHTERLONYHO

na sklenéné desky nanesen Cisty gel
menSi jamky — ruzné Ag Ci ruzné
koncentrace jednoho Ag

vetSi prostredni jamka — Ab
koncentrovanéjSi Ag — precipitacni
obloucky blize jamky s Ab

inkubace ve vihké komurce

pocet precipitacnich linii odpovida poctu
odpovidajicich si part Ag a Ab

Vyuziti —prukaz Ab pfi alergickcyh
alveolitidach, prakaz Ab proti nékterym
patogenum, napf. Toxoplazma gondii




Imunodifuze

1 a2 éastecné identické mékteré
deterrninanty nandics

* - VYUZIti:
litrace Ag -
koncentrace Ag ,
uréuje umisténi ! v idemtick A e 6 si neodpovidaji
precipitacni linie
Bikaz piitomnosti Ab
l)orovnévénl' identity a
neidentity Ag smési
isténi
precipitacni linie

2 a3 wdenticke

3 nékteré deterrnanty navdic nez 4

- mensi molekula se dostane dale do gelu



Aglutinace

* vyuziti : ke stanoveni Ag, Ab, H (viz precipitaéni metody)
1. K urCovani izolovanych bakterialnich kmenu

2. K prukazu Ab proti patogenum —Widalova reakce —
prukaz tyfu, paratyfu, Weil-Felixova — skvrnitého tyfu, Ab
proti Francisella tularensis

3. Nepfima k prukazu auto Ab proti Stitné zZlaze, Ab proti
autoAg —

Latexova aglutinace, iatex-fixagni test

* rychle kvalitativni stanoveni

 Ag nebo Ab imobilizovan na latexovych kulickach
« Stanoveni Ab proti IgG — revmatoidni faktor



Hemaglutinacni

- Ag + Ab B o-Ab

 hemaglutinogen  hemaglutin hemaglutinat

e -savcCi krvinky (i Casti)

« - dochazi ke shlukovani krvinek, vliivem komplementu
Cl virové castice pak dochazi k LYZI.

Ke zviditelneni aglutinacnich reakci pri pouziti
inkompletnich Ab je mozno pouzit a) aglutinaci v
bilkovinném prostredi b) v prostredi s proteolytickymi
enzymy c) pouzitim antiglobulinového Coombsova séra -
kraliCi ab proti lidskym Ig



Hemaglutinace

vyuziti: K zjiStovani krevnich skupin a prukaz Ab proti
krevnim elementum. Primy Coombsuv test — k prukazu
navazanych antierytrocytarnich Ab, reakce pacientovych
ery s Coombsovym antisérem, pfitomnost navazanych
Ab se projevi hemaglutinatem

Neprimy Coombsuv test — k prukazu cirkulujicich
antierytrocytarnich Ab

1. faze, pacinetovo sérum s ery od darce, navazani Ab pokud jsou
pfitomny, vymyti, pfidani Coomsova séra, které zpusobi aglutinaci
pri 2 reakcich:

l(FR — komlement fixacni reakce

BT - hemaglutinacné inhibiéni test :



HIT

« Patri také mezi metody serologicke, zalozené na inhibici
biologickych ucinkd antigenu
« HIT — pasivni hemaglutinace

. Ery pak aglutinuji — shlukuji se jen v pritomnosti specifické Ab
bdpovida’-li protilatka Ag, po pridani obalenych ERY Ag se Ag
vyvaze a vznikne HEMAGLUTINAT
Ab + Ag - Ery -emaglutinét, probéehne hemaglutinace

.190dpovidé-li protilatka virovému Ag, nedojde k hemaglutinaci
» situace, kdy prfidame stejny Ag do reakce

- Ab+Ag -E maglutinat + stejny Ag - Ag -Ab +
Ag - Ery inhibice hemaglutinace

« Metodou inhibice pasivni hemaglutinace Ize dokazat velmi malée
mn. rozpustného Ag nebo H (metoda je velmi citliva)

pro vyhodnoceni muzeme pouZit i optické metody



Komplementové metody

» slozky reakce: Ab, Ag, C, ERY, hemolyzin

.Ab- vySetrfované sérum

- chceme v ném prokazat protilatku / komplement v séru je tepelné inaktivovan /
.zna’my specificky Ag

- jsou-li v séru Ab, vytvofi se imunokomplex IK

OMPLEMENT - zdrojem nejCastéji sérum morcete (vaze se na IK a aktivuje
protilatku)
hemolyticky komplex: komplex Ag /berani ERY/ a protilatky .EMBOCEPTORu
/hemolyzinul/, ziskaného imunizaci kraliCiho séra beranimi erytrocyty

. -Jy doslo k hemolyze je nutna spolutiéast KOMPLEMENTU a inkubace
30 minut pfi 30

. rubéh reakce:
./e vySetfovaném séru je Ab

« protilatka v séru vytvofi komplex s Ag — na néj se navaze komplement. Po

v

iridém’ hemolytického systému nezbyva jiz komplement do 2. ¢asti reakce

hemolyze NEDOJDE:
./e vySetfovaném séru neni Ab

« -V 1. fazi reakce se nevytvori IK — komplement se nevyvaze a zbyva do 2. faze
reakce, kdy aktivuje hemolyzin

-OJDE k hemolyze:

« -velmi zalezi na mnozstvi komplementu — kazdy vzorek se musi titrovat, aby
bylo mnozstvi komplementu konstantni

ouziti:

iagnostika prijice /syfilis/, brucedzy, pasteurely

e virologii prikaz protilatek témér vSech virovych nakaz
ypizace neznamych Ag noveé izolovanych virt

rukaz protioraanovvch Ab




