metody vyuzivajici sérologicke reakce

A. Precipitacni metody
V kapalinach
V gelu

B. Imunodifuzni metody

. Jednoducha imunodifuze
. dvojita imunodifaze
C. Imunoelektroforetické metody
Kombinace s elfo

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

E. Hemaglutinacni
F. Komplementové
G. Immunoblotting
Zakalové reakce
J Imunonefelometrie
J Imunoturbidimetrie
H. Imunochemické metody
a) RIA
b) FIA
c)EIA



Casové rozdéleni metod

Nékteré techniky v roztoku — precipitacni, aglutinacni, KFR

smesi antigenu

Imunodifuze, imunoelfo

Velmi citlivé metody pri stanoveni Ag, Ab i haptent

Imunoanalyzy — pr. RIA, FIA, EIA, imunoturbidimetrie

— nefelometrie, -fluorimetrie, chemiluminiscence, popr jejich kombinace

Kontinualné méri Ag, Ab i hapteny
Imunosenzory, MALDI - TOF, SELDI — TOF hmotnostni spektroskopie



Priklady metod I.-IV. generace

pacientuv vzorek obsahujici S. aureus
koaguluje kralici plasmu

— ve vz. pacienta se identifikuji povrchové Ag S.

aureus pomoci fibrinogenu / 1gG, rutinni —
stanoveni Ag pouzdra S. aureus, odhaleni MRSA (metycilin rezist.), bez
pouzdra — reakce s fibrinogenem nebo nebo IgG

— zjisténi rezistentniho kmene hned! CM-MP
castice (Carboxylate modified microparticles) navazany na latex a jsou
schopné detekovat kapsularni polysacharidy S. aureus ve vzorku pacienta.
Silna, jasné viditelna aglutinace za 20s.



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

* \Vysledek reakce — precipitat
 Stanovili precipitacni krivku a 3 oblasti reakce Ag s Ab



Precipitacni krivka
Konstantni mnozstvi protilatky v kaidé zkumavce
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ona ekvivalenc

:

Precipitace komplex( antigen-protildtka

'ona nadbythu Ab Zona nadbythu AE

Zvysujici se koncentrace antigenu

Zavislost tvorby precipitatu na vzajemne
koncentraci protilatka — antigen (Stanly,
2002)



Serologicke metody - precipitace

Imunoprecipitacni kiivka (Ag — antigen, Ab — protilatka)

Precipitacni metody

Nekompetitivni metody

2 | ook nadbytek « zakalové nefelometrie
3 Ab , Ag turbidimetrie
o ekvivalence - s markerem EIA, IRMA..
fg Kompetitivni metody
c  heterogenni RIA, ELISA..
« homogenni EMIT (EIA)...
mnozstvi antigenu
fo- eo-cofocofe +
> D~
> I’: o _{ o ++,;:_{+ o+ o typ Ab /napr. IgG/
H-F—c X IH+H qoege T e teplota — se zvySuijici se teplotou
<y o f—cofor—afor R se urychluje precipitace /napft. 38°C/
>< ,L_(_%,H e vzajemna koncentrace Ag a Ab
o pH
nadbytek Ab z6ma ekvivalence nadbytek Ag e iontovy naboj
- preciitia e tvar a velikost ¢asti




PRECIPITACE
PRECIPITACNI metody: e PRoATRA
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VZNIKLY PRECIPITAT

Ag + Ab — Ag-Ab
precipitinogen  precipitin precipitdt srazenina
solubilni /rozpustny/

Koncentrace 0,1g/ a vyssi!!

- délime:
l. prstencova .
— prstenec srazeniny precipitatu T“<
~— A

e
Il. sklickova — urceni po

—
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IMUNODIFUZE gl

‘vyuziti : ke stanoveni Ag, Ab, H



PRECIPITACNI metody:

* praxe — 1. zjisténi vyskytu Ci stanoveni Ab v séru pfi inf.
onemocneéni 2. identifikace Ag (patogena)

» Koncentrace Ab se vyjadruje jako

. =>nejmensi zfedéni Ab, které jesté reaguje s Ag
* - hodnoceni : — odecteni okem

o

* 3, ZjiSténim mnozZstvi precipitatu

* b, zjisténim mnozstvi Ag v precipitatu Ci supernatantu
e ¢, zmeéena optickych vlastnosti vzorku — 2 metody :
NEFELOMETRIE —+ TURBIDIMETRIE

* Velmi nizké mn. precipitatu lze hodnotit pomoci detekcnich
systému vyuzivajicich Ab nebo Ag znacené radioizotopem,
fluoresc. latkou, enzymem, luminiscencni latkou



Titrace séra

~ 50pl Fedéného séra

posledm poz:twm reakce -
probihd ve zkumavce
s fedénim séra 1.32

| pacient XY




Precipitachi imunochemicke metody

— jednoduché precipitacni testy terénni kazetové

testy pracujici v oblasti ekvivalence, imunochromatograficka
Vzorky: mo¢€, vytér z nosu, pochvy, konecniku, krev jen vyjimecné ! Stanoveni Ag
nebo Ab a jejich vizualizace barevnou sloZkou

S T C S T C
Negativni vysledek Pozitivni vysledek

Za pritomnosti drogy ve vzorku moce reaguje s Ag drogy
protilatka za vzniku imunokomplexu (precipitat) se v
misté testu T. (S — vzorek, C — kontrola)



Vyuziti:

Rychlé chromatograficke testy — stanoveni pritomnosti
drogy v telesnych tekutinach,

Ab (na desce pritomny antigen)

nebo Ag (na desce pfitomna protilatka, napf.u infekCnich
nemoci (Chlamydie, Streptococcus pneumoniae,
Adenovirus, Rotavirus, Helicobacter pylori, Influenza A,B
hormon gonadotropin u tehotnych zen)



Imunodifuze

- specificka reakce Ag s Ab - precipitace

/gel z agaru nebo agarozy/- AGAR ~ smés polysacharidu
extrahovanych z Cervenych morskych ras

* — prirodni agar nutno precistovat ~ frakcionaci
vznikaji 2 slozky:e
- neobsahuje vedlejsi aniontoveé skupiny - pro difuzi vice
vhodna
- standardnejsi slozeni nez agar a nizsi schopnost
nespecifické adsorpce

- obsahuje aniontové skupiny —



* rozvareni agarozy v pufru na vodni lazni

* naneseni na sklenene desticky — ztuhnuti ve vodorovné poloze
/pfti teploté pod 42°C/

e princip ID:

* -vzajemna volna difuze Ab a Ag v gelu na zaklade
koncentracniho snadiy 3z do mictg stretniti ~ 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

EEVIVALEITNI

Velikpst 4 2-Clb) =clhg) ZOMNA
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1. nejdiive vznikaji rozpustné imunokomplexy (IK) — nedostatek Ag

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

3. prevaha Ag nad Ab ~ rozpad IK (Ag narazi na IK — rozmyvani sraZeniny)



- rozdeleni 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 smeérem

e dvojrozmérna [radidlni/— slozka putuje vice sméry

Ag a Ab si neodpovidaji — nevytvori se precipitacni linie

Smeés vice typl Ag a Ab — pocet linii odpovida poctu sobé si
odpovidajicich parti Ab a Ag



Imunodifuze

roztok s Ag
gel s Ab

——  precipitaini OI ej

linie

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

» 2. slozka se aplikuje nasledné do vyrezanych jamek — MIGRUJE —
VvV misté vyrovnadni koncentraci vznika precipitacni linie

Jednoducha jednorozmeérna imunodifuze ~ dle OUDINA

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

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



Imunodifuze

Jednoduchad radidalni /dvojrozmérnd/
imunodifuze dle MANCINIOVE

* - na <klenenou desticku se nalije gel, ktery obsahuje
Ab — nemigruje

* inkubace ve vlhké komurce ve vodorovné poloze -
difuze vSemi sméry (radialni)

* po obarveni - modré precipitacni prstence

* — Cim je vzorek koncentrovanéjsi — vétsi priumér
prstence
e > zméreni druhé mocniny priiméra prstencll —

vyneseni kalibracni krivky a odecet koncentrace
neznameého vzorku-

* vyuziti

e ke kvantitativnimu stanoveni Ag

» klinicka praxe: stanoveni koncentrace IgG, IgA,
IgM, 1gD, slozek komplementu a proteinu
akutni faze

kalthracni
wvzorky

fyzinlogic ky
roztok

jamky - vzorky:

-gel s Ab

* fyziologicky roztok —blank

* vzorky o neznameé
koncentraci

* vzorky o znameé koncentraci
(kalibrac¢ni)



Imunodifuze o}
gela be

gistyr el —
gels b — '

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

Lirde

dvojita imunodifuze

- gelem difunduji obé slozky

- koncentrace Ag a Ab musi byt vzajemné 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 dikaz Ag

e urceni imunochemické pribuznosti ¢i odlisnosti Ag



Imunodifuze

Dvojita radialni imunodifuze ~dle
OUCHTERLONYHO

na sklenéné desky nanesen cisty gel

mensi jamky — riizné Ag Ci rtizné koncentrace
jednoho Ag

vetsi prostredni jamka — Ab

koncentrovanejsi 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 alergickych
alveolitidach, prukaz Ab proti nékterym
patogenum, napt. Toxoplazma gondii

QORI
Lgl b2




Imunodifaze, odliseni Ag

b 1 a2 castecné wentické mekters
O g deterruananty navic!

O sz
D o 2 a3 wdenticke

g O hgs 4@\ 3 nekteré deterruananty navic nez 4

Oﬂgﬁ Lizd dva identicks g | 20 Sireodpovidal
o - vyuZiti: Ag - - o
porovnani M, (Ag) a M, (Ab) — urcuje tvar precipitacni linie
° koncentrace
Ag urcuje umisténi Ao O
precipitacni linie O O
et '

e dukaz pfitomnosti Ab

e porovnavani identity a Ab O O O
/

neidentity Ag smési —
umisténi precipitacni linie I ) = Wx{ &) M he) == ah) Wrae) == Wi Ah)

- mensi molekula se dostane dale do gelu



Souhrn vyuziti ID

 Kvalitativni i kvantitativni stanoveni Ag, a Ab,
porovnani Ag smesi

 stanoveni koncentrace IgG, IgA, IgM, IgD, slozek
komplementu a proteinu akutni faze

e prukaz Ab pri alergickych alveolitidach, prukaz Ab
proti nékterym patogenum, napr. Toxoplazma gondii



