INCHEBIO — Inovace studijnich programt Specidlni chemicko-biologické obory na Univerzité Pardubice CZ.1.07/2.2.00/07.0139

IMUNOCHEMICKE TESTY
prehled a principy metod

|. cast aglutinace
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ANTIGEN

(imunogenni molekula)

cil diagnostiky (prukaz Ag)
- prikaz virové ¢astice, bakterie nebo jeji
Casti, autoantigenu, hormonu, nadorového
markeru aj.

prostredek diagnostiky
(reagencie, ¢inidlo)
- virova Castice, bakterie nebo jeji  Cast,
alergen, autoantigen aj.

X

X

PROTILATKA

prostredek diagnostiky (reagencie,
¢inidlo)
- ziska se imunizaci zvifete cilovym Ag

cil diagnostiky (prukaz Ab)
- stanoveni specifické Ab odpovédi proti
virim, bakteriim nebo jejich ¢asti, alergentim,
autoantigenam (autoprotilatek) aj.




IMUNOCHEMICKE METODY

vyuzivaji fadu biochemickych a biofyzikalnich metod jak tvorici se

Imunokomplexy vizualizovat

volba metody zavisi na:

+~ charakteru antigenu (velikost, poCet a struktura Ag
determinant
+~ na charakteru odpovidajici protilatky (avidita, specifita)

*+~ na koncentraci antigenu



ANTIGENY

BAKTERIE (hebo jeji ¢ast)

BUNKA  (neho jeji éast)

VIRUS (hebo jeho c¢ast)

PROTILATKA (nebo jeji &ast)
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Tridy imunoglobulinu vhodnych pro aglutinacni testy

* IgM: vyborny aglutinin

pentamer — 10 vazebnych mist pro antigen

molekulova hmotnost 900 kDa

prvni izotyp protilatek, které se tvori po setkani s antigenem
* lgG: monomer — 2 vazebna mista pro antigen

molekulova hmotnost 150 kDa

4 podtridy IgG — 1IgG1-4

nejbeznéjsi sérovy imunoglobulin



Povaha interakci Ag-Ab

komplex antigen-protilatka (imunokomplex): nekovalentni vazby, vice

nasobné (sila vazby)

vazebné misto protilatky je komplementarni ke strukture antigenu

reverzibilni komplex Ag-Ab — pomér rychlostnich konstant vzniku a

rozpadu definuje asociaéni konstanta Kas (10°-10'2 mol/l)

afinita protilatky — sila vazby jednoho vazebného mista Ab s jednou
antigenni determinantou Ag
 avidita protilatky — sila interakce polyvalentni Ab s polyvalentnim Ag

vzrusta se vzrustajici afinitou



|AbH]|

[Ab]+[H] =
kd
Hranaté zavorky: rovnovazné molarni koncentrace

k., asociacni konstanta
K4 disociacni konstanta

Guldberguv-Waaguv zdkon:
rychlost tvorby komplexu je imérna koncentraci obou
reagujicich slozek

rychlost asociace: ka[Ab][H]

rychlost disociace: kd[ AbH]




Pri rovnovaze se rychlost asociace = rychlosti disociace

kJAb|H|=k|AbH|  nebo

k. | AbH|
L [Ab[H]

Kde K je rovnovazna asociacni konstanta
charakterizuje efektivnost vazby a jeji hodnoty
pfi reakci antigenu a protilatky se pohybuiji

v rozsahu 10° az 10" moll/I.



Reakce antigenu s protilatkou

Ag + Ab HAQ-Ab | zesitovani

(crogs-linking)

Prvni faze je rychla (sekundy VS Drul a faze je pomala

( minuty, hodiny)

Il Ab musi byt alespon

bivalentni
Podle povahy antigenu:

* Precipitace = antigen je solubilni

« Aglutinace = antigen je korpuskularni (erytrocyt)
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AGLUTINACE

Protilatka reaguje s antigennimi determinantami, které se
nachazeji na povrchu castice (erytrocyty, bakterie nebo
jiné

buriky) tj. NEROZPUSTNY KORPUSKULARNIi ANTIGEN

Vysledek: shlukovani techto castic AGLUTINACE

nerozpustny antigen aglutinogen
protilatky aglutininy
komplex castic aglutinat

AGLUTINOGEN JE INTEGRALNI SOUCASTI POVRCHU 1,
CASTICE = AKTIVNI (PRIMA) AGLUTINACE



AGLUTINACE

Pri aglutinaci se neuplatnuji nespecificke

interakce fragmentu Fc na rozdil od imunoprecipitace.

Také aglutinaci muze inhibovat nadbytek protilatky
nebo nadbytek korpuskularniho antigenu
(viz aglutinacni a precipitacni krivka)

Castice s malym poétem antigennich determinant
aglutinuji hure.

Podle poc¢tu vazebnych mist protilatky IgM jsou
pri aglutinaci ucinejsi nez IgG.
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Aglutinacni testy

1)Prima aglutinace

(Ag je primarne korpuskularni povahy)

2)Nepﬁ'mé aglutinace (nosi¢ Ag. determinant je

korpuskularni povahy)
3)Zpetna aglutinace (typizace bakterii)
4) RPLA = latexové cCastice jsou nosicem protilatek

Ery - korpuskularni charakter
4)Hemaglutinace (Ery — Ag)
5)Neprima hemaglutinace (Ery nosic Ag. Det.)



PRIMA AGLUTINACE

korpuskularni charakter antigenu
reakce Ag s Ab se projevi jako viditelny aglutinat

dulezita je priprava antigenu: kultivace mikroba,

promyti suspenze, nastaveni optim. hustoty,
inaktivace (teplota, fenol ...)

Pouziti testu:

« K prukazu protilatek
« Kidentifikaci mikroba pomoci antiséra se specifickymi Ab

Provedeni:

« jamky mikrotitracni desticky (kvalitativni i kvantitativni,
miniaturizace)

« zkumavky (kvalitativni i kvantitativni)

« na sklicku - pouze kvalitativni +/- (screening)



Kvantitativni stanoveni - fedéni séra geometrickou fadou

titr = prevracena hodnota nejvyssiho redéni séra,
které jesté dava pozitivni reakci (fedeni 1:160 = titr 160)

« sledovani dynamiky titra !

50
+ 50 ul suspenze antigenu -
i Ag"_ Ag Ag Ag Ag

50yl fedéného séra : 1 |
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32

VYSLEDNE REDENI SERA p | fiEe| RS Beoel Riea

TITR SERA = pievricena hodnota nejvyssiho fedéni vysetfovaného séra,
kde jesté probiha pozitivni reakce

—— — o~ o
PRIKLAD: pacient XY PR R H. -+

posledni pozitivni reakce probihave zkumavce g
s redéenim seéra 1:32 ->—— TITR=32



DYNAMIKA PROTILATKOVE ODPOVEDI

IgG

Mnozstvi protilatek



Prima AGLUTINACE
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somalicka aglutinace I flagelarni agiutinace I /




AGLUTINACE - Widalova reakce

« Salmoneloézy (Saimonella sp.) -
» sérotypy
- antigeny O — somaticke
- antigeny H — biCikoveé

* Vzhled aglutinatu

* kompaktni, zrnity - Ab proti O (somatickym) Ag
« chomackovity (roztrepatelny) — Ab proti H (bi¢ikovym) Ag
* antigen Vi (povrchovy, polysacharidovy

— Stnovuje se Jinou metodou - hemaglutinaci)

» provedeni ve zkumavkach

* hodnoceni: titr>80, dynamika



AGLUTINACE

priklady pouziti aglutinace v klinické praxi

 Listeridza (L. monocytogenes)
(serotyp O-l, Il nebo O-V)
hodnoceni: titr>160, dynamika (paroveé vzorky)

* Tularémie (Francisella tularensis)
hodnoceni titr>20, dynamika (parové vzorky)

* Pertuse, parapertuse (Bordetella pertussis, parapertussis)
hodnoceni: ockovani !
(smerodatny je min. 4-nasobny vzestup nebo pokles
titra)



Stanoveni krevne
skupinoveho
systéemu

Antigeny systému ABO @D N-acetylglukosamin
Skupina 0 o fukéza
upina
ot @D N-acetylgalactosamin
o galaktoza
H antigen je
navazan na
sfingosin

Skupina A

Skupina B

Skupina AB

prima hemaglutinace

fs

erytrocyt s vlastnimi protilatka (IgM) proti
povrchovymi antigeny povrchovym antigenum

aglutinace




Kompletni test stanoveni krevni skupiny (testujeme Ery i sérum)
test o
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PASIVNI (NEPRIMA) AGLUTINACE

Inertni castice: bunky, erytrocyty, latexove Castice
umele navazane Ag, Ag. determinanty, Hapteny
Prokazujeme specificke protilatky

Podstatou je propojovani polyvalentni antigenové
castice molekulami protilatek, které musi byt alespon
dvojvalentni.

Jednovalentni fragmenty protilatek Fab imunoaglutinaci
nevyvolavaji, ale mohou ji inhibovat,

Fragment F (ab), je pri aglutinaci stejne ucinny jako cela IgG23




NEPRIMA HEMAGLUTINACE

bakterialni Ag je navazan na zvirecich erytrocytech (nosic)
polysacharidové Ag se vazi primo

proteinove Ag se vazi po opracovani (tanin, CrCl,)
kvantitativni test (titr)

priklady pouziti v klinické praxi
* Yersinia enterocolitica (0O,),

* Yersinia pseudotuberculosis
 syfilis (Treponema pallidum, TPHA)
 Salmonella typhi (ViAg)



NEPRIMA HEMAGLUTINACE

neprima hemaglutinace

1. navdzani antigend na erytrocyty

navazani antigenu na erytrocyt

|

2. vlastni aglutinace prntilaitkam‘i

(senzibilizace)
‘l +
erytrocyt s navazanymi IgM protilatka proti
antigeny navazanym antigenum

\ 2

aglutinace

N
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PRIKLAD VYSLEDKU HEMAGLUTINACNI TECHNIKY
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SEROLOGICKY PRUKAZ SYFILIS

1. vyhledavaci (screeningové) testy
krevni darci, darci organu, téhotné,
podezreni na syfilis

1.1. Rychla reaginova reakce (RRR, RPR, VDRL)

netreponemovy test

reaginy (Ab proti Ag lipidového charakteru - kardiolipin)
neprima aglutinace — nosic¢ Ag uhlikove castice
provedeni na sklicku, papirové karticce, v desticce
hodnoceni kvalitativni, titry

reakce 2-3 tydny od pocatku infekce,
titry reaguji na lécbu



SEROLOGICKY PRUKAZ SYFILIS

1.2. TPHA
‘treponemovy test

* neprima hemaglutinace s antigenem
T. pallidum navazanym na zvireci erytrocyty

 kvalitativni test (zakiadni fedéni 1:80)

e zustava pozitivni cely zivot

nl,

Qi
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Zpétna aglutinace pro uréeni sérotypu bakterii

ZPETNA AGLUTINACE (typizace Saimonel)

skupina

sérot g
e O-antigen _ H-antigen
" 1. faze(spec) 72. faze (nespec)
A S. paratyphi A | 1,2,12 | a -
| |
B S. paratyphi B 1,4,5,12 b | 1,2
S. typhimurium 1,4,5,12 | i | 1,2
\ 5 \
S. paratyphi C 6,7-Vi € | 1,5
C S. choferaesuis 6, 7 | c | 1,5
S. newport 6, 8 e, h 12
| | | _
S. typhi 9,12vi |  d | =
D S. enteritidis | 1,9,12 . g,m -
S. panama 1,912 | Lv | 1,5
- S. anatum | 3,10 | e,h 1, 6
S. fondon 3,10 | Lv | 1,6

K typizaci se pouzivaji polyspecificka a monospecificka antiséra, polykl. protilatky




RPLA — reverse passive latex agglutination

Princip testu
Usporadani
Co se prokazuje

Uplatneni testu

DOPLNTE

Vyhody testu — Ize aglutinaénim testem prokazovat i solubilni antigeny




latexova aglutinace

latexova partikule s

stanovovany antigen
navazanou protilatkou

aglutinace




Pozitivni Latex fixacni test
sklickoveé usporadani




Provedeni testu v jamkach mikrotitracni destiCky

= E— — prm—
vzore!i y . vzorek bez
obsahujici aiiligenn
antigen . ‘
pridani senzibilizovanych
latexovych partikuli
e p— — —

B X
& 9 N

antigen se vaze na

protiliatky a dochazi k nedochazi k
aglutinaci latexovych aglutinaci
partikuli

POZITIVNI

p(:]l:?g ;llx(r:]ra @ NEGATIVNI
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PRIKLAD VZHLEDU Latex. AGLUTINACE V DESTICCE
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Prukaz Rh faktoru

Odeditani skupinové prislusnosti Rh (D)

Mikroskopické vySetreni

Pseudoaglutinace

Makroskopické vySetreni - metoda stékajici kapky

@ @ @ kolmy pohled na dno

+++ + + -

' pohled na dno v
naklonéné poloze (45°C)
e




Coombsovy testy

DAT — direct antiglobulinum test
prukaz senzibilizovanych erytrocytu
Dg. autoimunitni hemolytické anémie

IDAT — indirect antiglobulinum test
prukaz specifickych inkompletnich Ab
(lgG)

Rh faktor, imunni protilatky....., infekce
bakterialni, virové



primy Coombsuv test (DAT)

nepiimy Coombsuv test (IDAT)

A
A~

erytrocyt s neaglutinujicimi
imunoglobuliny (nap¥. anti-Rh(D)*)

Anti Hu-IgG

c Ay

vySetiované sérum s
erytrocyty zdravého darce neaglutinujicimi protilaitkami

\ 4

aglutinace

=

-4
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e
e

erytrocyt s imunoglobuliny Anti Hu-IgG

4

aglutinace
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Prikaz inkompletnich protilatek pomoci AGH
(antiglobulinum humanum)

Ag (brucela)

Ab (sérum)

¢ Yy
*¢ Y

Y
X

inkubace

>

\
gd
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BEZ AGLUTINACE

centrifugace

—

odmyti
nenavdzanych

Ab

krali¢i antisérum
proti lidskym Ig

- ¥ w

AGLUTINACE




HIT - test inhibice hemaglutinace

vzorek s /{ vzorek bez
protilatkami Y )/ protilatek

' pridani virového antigenu '

vir se navaze /{
na
protilatky )/»*

nedochazi k
aglutinaci,
erytrocyty klesaji
na dno jamky

nenavazany
virovy antigen

pomoci virového
hemaglutininu
0 dochazi k aglutinaci

pridani erytrocytu

POZITIVNI

pohled shora
na jamku




