Metody pouzivané v klinické
praxi

eMetody vyuzivajici sérologické reakce

eTesty funkce a poctu bunék imunitniho systému
oZaklady alergologického vysetreni
eImunologické vysetreni a zaklady interpretace
vysledkli imunologickych laboratofi

ePriklad vysetreni v laboratorich



metody vyuzivajici sérologické reakce

A. Precipitacni metody
V kapalinach
V gelu

B. Imunodifuzni metody

. Jednoducha imunodifuze
J dvojitd imunodifuze
C. Imunoelektroforetické metody
Kombinace s elfo

. Imunoelektroforéza podle Williamse a Grabara
. Raketova imunoelektroforéza
. Protismérna
. Dvojrozmérna
J D. Aglutinacni metody

E. Hemaglutinacni

F. Komplementové

G. Immunoblotting
Zakalové reakce

J Imunonefelometrie
o Imunoturbidimetrie
H. Imunochemické metody
a) RIA
b) FIA

c)EIA



Casové rozdéleni metod

Metody I.generace
* Neékteré techniky v roztoku — precipitacni, aglutinacni, KFR

Metody Il.generace

* Kvantitativné i slozité smeési antigenu,
* Imunodifuze, imunoelfo

Metody lll.generace

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

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



* 1929 Heidelberg a Kendall — popsali reakci
rozpustného Ag s odpovéedajicici Ab ve
vhodném pomeéru.

* Vysledek reakce — precipitat

e Stanovili precipitacni krivku a 3 oblasti reakce
Ag s Ab



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

Oblast ekvivalence
Precipitacni metody
Oblast nadbytku protilatky

Nekompetitivni metody

2 | ook nadbytek e zakalové nefelometrie
3 Ab ’ Ag turbidimetrie
9 ekvivalence e s markerem EIA, IRMA..
s Oblast nadbytku antigenu
:g Kompetitivni metody
c e heterogenni RIA, ELISA..
e homogenni EMIT...
mnozstvi antigenu
X - faktory ovliviujici precipitaci:
HH'?’_C Y oo | e e typ Ab /napf 1gG/
Y >coto< _{_ X -l o—cofe + NRTIY:
rofoc ¥ IH-%-H 1 e teplota — se zvysujici se teplotou se
X “foci- urychluje precipitace /napf. 38°C/
>< >efcetoel | st .. .
HI I X e vzdjemnad koncentrace Ag a Ab
ofoofor—<
X *pH
nadbytek Ab zdna ekvivalence nadbytek Ag ¢ iontOV\,' h a’b Oj
e e tvar a velikost Casti




PRECIPITACNI metody:

Ag + Ab — Ag-Ab

precipitinogen  precipitin precipitat srazenina

solubilni /rozpustny/

- délime: Ay

A) v kapalindch : —

l. prstencova b \
LR &b

— prstenec srazeniny precipitatu

. sklickova — urceni pod mikroskopem

B) v gelu:
IMUNODIFUZE

A

Ag

evyuziti : ke stanoveni Ag, Ab, H



PRECIPITACNI metody:

praxe — 1. zjisteni vyskytu Ci stanoveni Ab v séru pfi inf.
onemocneni 2. identifikace patogena

Koncentrace Ab se vyjadfuje jako TITR SERA.
=>nejmensi zfedéni Ab, které jesté reaguje s Ag
- hodnoceni : kvalitativné — odecteni okem

e kvantitativne :

a, zjistenim mnozstvi precipitatu

b, zjiSténim mnozstvi Ag v precipitatu Ci supernatantu
c, zmena optickych viastnosti vzorku — 2 metody :
NEFELOMETRIE —+ TURBIDIMETRIE



pr. Precipitacni imunochemické metody

Screeningové metody — jednoduché precipitacni testy
terénni kazetove testy pracujici v oblasti ekvivalence

O O L L

S T C S T C

Negativni vysledek Pozitivni vysledek

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

Vyuziti: Rychlé chromatografické testy — stanoveni pritomnosti drogy v
télesnych tekutinach , Ab nebo Ag u infekénich nemoci (Chlamydie,
Adenovirus, Rotavirus), (Helicobacter pylori, Influenza A,B, Rota a Adenovirus)



Imunodifuze

- specificka reakce Ag s Ab - precipitace
/gel z agaru nebo agardzy/- AGAR ~ smés polysacharid(l extrahovanych z ¢ervenych
morskych ras
* — pfirodni agar nutno precistovat ~ frakcionaci vznikaji 2 slozky:e agaréza
- neobsahuje vedlejsi aniontové skupiny - pro difuzi vice vhodna
- standardnéjsi slozeni nez agar a nizsi schopnost nespecifické adsorpce
e agaropektin
- obsahuje aniontové skupiny — pro difuzi nevhodny



* - pfiprava gelu:
* rozvareni agarozy v pufru na vodni lazni

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

e -princip ID:

e -vzajemna volna difuze Ab a Ag v gelu na zakladé
koncentracniho snadu az do mista stretnuti ~ zde vznikaji
precipitacni linie—»obloucky —prstence —kruhy /zdleZi na
pouZitém materidlu/

* -vzniklé precipitaty detekujeme:

* okem - zakal

* barvenim — Coomassie blue, amidocern
% sekundarnimi protilatkami

* Au, Ag, radioizotopy

- vznik precipitatu je déj postupny!!!




Imunodifuze

EEVIVALENTHI
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1. nejdfive vznikaji rozpustné imunokomplexy (IK) — nedostatek Ag

2. po vyrovnani c¢(Ab) = c(Ag) vznikaji pevné IK — detekce sraZeniny
.EKVIVALENTNI ZONA

3. pfevaha Ag nad Ab ~ rozpad IK (Ag naraZi na IK — rozmyvani sraZeniny)

- rozdéleni imunodifuznich metod:

* jednoducha imunodifuze — gelem difunduje pouze jedna slozka —Ag nebo Ab

* dvojita imunodifuze — gelem difunduji obé slozky— Ag i Ab

e jednorozmerna — slozka putuje v gelu jednim smérem

e dvojrozmeérnad [radidlni/— slozka putuje vice sméry

Ag a Ab si neodpovidaji — nevytvori se precipitacni linie

Smés vice typl Ag a Ab — pocet linii odpovida poctu sobé si odpovidajicich parii Ab a Ag




Imunodifuze

roztok s Ag
gel s Ab
olej

——  precipitatni
lirde

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

e 2.slozka se aplikuje nasledné do vyrezanych jamek — MIGRUIJE -
v misté vyrovnadni koncentraci vznika precipitacni linie

Jednoducha jednorozmeérna imunodifuze ~ dle OUDINA

e -ve spodni casti zkumavky agarozovy gel s Ab, prevrstveno
roztokem s Ag - zalito parafinovym olejem — zabrana odparovani

* -Cim je Ag koncentrovanéjsi, tim dadle od roztoku s Ag vznikaji
precipitacni linie  /odecitatelnéjsi/
* -vyuZiti: e detekce poctu Ag part



Imunodifuze

Jednoducha radidlni /dvojrozmérna/

imunodifuze dle MANCINIOVE

- na sklenénou desticku se nalije gel, ktery obsahuje
Ab — nemigruje

inkubace ve vihké komurce ve vodorovné poloze -
difuze vSemi sméry (radidlni)
po obarveni - modré precipitacni prstence

—> ¢im je vzorek koncentrovanéjsi — vetsi prumer
prstence

— zméreni druhé mocniny pruméru prstencu —
vyneseni kalibracni krivky a odecet koncentrace
neznamého vzorku-

VyuZiti:
e ke kvantitativnimu stanoveni Ag

e klinicka praxe: stanoveni koncentrace 1gG, IgA, IgM,

IgD, slozek komplementu a proteinl akutni faze

kalibracni

ﬁ o wzarky
o
L+

o

wzork
tyrziologic by
roztok

jamky - vzorky:

-gel s Ab

* fyziologicky roztok —blank

* vzorky o neznamé koncentraci
* vzorky o znamé koncentraci
(kalibracni)



Imunodifuze olej
gela be
Bistiy ze] —
gels & —F95,

-
s
- r___,..Izurenzl]g:u1tEu5ni

Lirde

dvojita imunodifuze

- gelem difunduji obé slozky

- koncentrace Ag a Ab musi byt vzajemne ekvivalentni — proti
prekryvani linii

Dvojita jednorozmérna imunodifuze

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

- mezi nimi Cisty gel — v misté vyrovnani koncentraci se vytvori
precipitacni linie-

vyuziti: e kvalitativni diukaz Ag

e urceni imunochemické pribuznosti ¢i odlisnosti Ag



Imunodifuze

Dvojita radialni imunodifuze ~dle
OUCHTERLONYHO

na sklenéné desky nanesen cisty gel

mensi jamky — rizné Ag Ci rtizné koncentrace
jednoho Ag

vetsi prostredni jamka — Ab

koncentrovanéjsi Ag - precipitacni obloucky
blize jamky s Ab

inkubace ve vlihké komurce

pocet precipitacnich linii odpovida poctu
odpovidajicich si part Ag a Ab

Vyuziti —priakaz Ab pfi alergickcyh
alveolitidach, prikaz Ab proti nékterym
patogenum, napt. Toxoplazma gondii

B QR
JECTELCED R




° -vyuziti: e

e titrace Ag — koncentrace
Ag urcuje umistéeni
precipitacni linie

e dikaz pritomnosti Ab

e porovnavani identity a
neidentity Ag smési —
umisténi precipitacni
linie

Imunodifuze

1 ad Gastecné identické meékterd
deterrunanty navicl

D D 2a3 wenticke

O Agd A‘g}:\ 3 nékteré determinanty navic nez 4

5|aﬁ 51 neodporida)i

dva identické bg

porovnani M, (Ag) a M, (Ab) — urcuje tvar precipitacni linie

e O O

ay ) Q O

/
Mg =Ml Mhd <<Mish) W42 == MrAk)

- mensi molekula se dostane dale do gelu



Imunoelektroforeticke metody

kombinace metod elektroforetickych a imunodifuznich

Bilkoviny se déli v zavislosti na molekulové vaze a elektrické naboji
jednotlivych molekul. Pfi bézné elfo se sérum déli na z6nu albuminu, a -
1, a -2, B, y globulinli. Stanoveni zastoupeni jednotlivych frakci mlize mit
vyznam pFi hodnoceni stadia zanétlivého procesu. Pri akutnich zanétech
stoupa zastoupeni a — 1, pozdéji i a — 2, pri chronickcych zanétech
dochazi ke zvySeni zastoupeni y globulin( a poklesu albuminu.

imunoelektroforéza podle WILLIAMSE a GRABARA
RAKETOVA imunoelektroforéza

PROTISMERNA imunoelektroforéza

DVOJROZMERNA imunoelektroforéza

Pf. imunoelektroforéza podle WILLIAMSE a GRABARA:

- 1953 Williams a Grabar
- 2 stupné: 1. naliti desticky ( agardzni gel s pufrem )
vytvoreni 2 ZIabk( a naneseni Ag mezi né
po rozdéleni elektroforézou se do zlabk( 2. napipetuji protilatky
inkubace 48 hodin v lednici — dochazi k DIFUZI
—> v misté ekvivalence se vytvari PRECIPITACNI obloucky




Aglutinacni metody

Ag + Ab — Ag-Ab

aglutinogen aglutinin aglutinat

korpuskularni-

princip : KORPUSKULARNI / ¢asticovy / Ag

pri reakci dochazi ke shlukovani Ag a Ab na zakladé vytvareni mastku
- Ab mezi bunkami za vzniku shlukd

prima — pouziti bakterii, bunék

neprima, pasivni — na jejich povrch je Ag umeéle navazan, pr.latex-fixaeni
test, HIT

Predpoklady ke vzniku vazeb:

. dostatek Ab, 2. pfitomnost Ab proti riznym epitopim 3. vzdalenost mezi ¢asticemi
co nejvétsi 4. Ab funkcné jednovazebné nevytvari aglutinaci (IgA, IgE) —

inkompletni Ab viz hemaglutinace
- hodnoceni: kvalitativne - odecCteni okem OCDO
kvantitativneé : a, zjisténim mnozstvi aglutindtu )
vy . . . L O
b, zjiSténim mnoZstvi Ag v aglutinatu ¢i supernatantu



Aglutinace

e vyuziti : ke stanoveni Ag, Ab, H (viz precipitacni metody)
1. Kurcovaniizolovanych bakteridlnich kmenu

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

3. KPrikazu Treponema p., EBV - mononukledza
3. Neprima - k prikazu auto Ab proti Stitné Zlaze, Ab proti autoAg —

Latexova aglutinace, latex-fixacni test

* rychlé kvalitativni stanoveni

 Ag nebo Ab imobilizovan na latexovych kulickach

e Stanoveni Ab proti IgG — revmatoidni faktor

* Prikaz patogennich Antigen( (Helicobacter pylori, Adeno- a Rotavirus)



Hemaglutinacni

e Ag + Ab — Ag-Ab
* hemaglutinogen  hemaglutin hemaglutinat
e -savCi krvinky (i ¢asti)

* -dochazi ke shlukovani krvinek, vlivem komplementu Ci
virové castice pak dochazi k LYZI.

Ke zviditelnéni aglutinacnich reakci pfi 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 prikaz Ab proti krevnim
elementim. Primy Coombsuv test — k prikazu navazanych
antierytrocytarnich Ab, reakce pacientovych ery s
Coombsovym antisérem, pritomnost 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
pritomny, vymyti, prfidani Coomsova séra, které zpusobi aglutinaci

pri 2 reakcich:
* KFR — komlement fixacni reakce
* HIT — hemaglutinacné inhibicni test :



HIT

e Patri také mezi metody serologické, zalozené na inhibici
biologickych ucinka antigenu
 HIT — pasivni hemaglutinace

* Vychazime ze skutecnosti, Zze viry (nékteré bakterie atd)
maji schopnost se spontanné absorbovat na Cervené
krvinky (rozpustny Ag). Ery pak aglutinuji — shlukuiji se
jen v pritomnosti specifické Ab

e odpovida-li protilatka Ag, po pridani obalenych ERY Ag se H
Ag vyvaze a vznikne HEMAGLUTINAT

Ab + Ag - Ery — hemaglutinat, probéhne
hemaglutinace




neodpovida-li protilatka virovému Ag, nedojde k hemaglutinaci
* situace, kdy pridame stejny Ag do reakce

e Ab+Ag -Ery — hemaglutinat + stejnyAg — Ag-Ab
+Ag - Ery — inhibice hemaglutinace

* Metodou inhibice pasivni hemaglutinace Ize dokazat velmi
malé mn. rozpustného Ag nebo H (metoda je velmi citlivad)

pro vyhodnoceni muZeme poulZit i optické metody

VyuZiti: Prikaz Ab proti patogen. Ag jako Candida Albicans,
Aspergillus fumigatus, Treponema pallidum



