Sérologické metody

Sérologické metody jsou souborem vysetrovacich technik, které jsou zalozené na reakci mezi antigenem a
protildtkou. Jedna slozka reakce je vzdy znama, druhou vySetfujeme. Sérologie se vyuzivd zejména v
mikrobiologii k diagnostice plivodc onemocnéni. Je vétsinou rychlejsi nez kultivace a umoziiuje zachyt i Spatné
kultivovatelnych pGvodcd (napf. viry). Podle konkrétniho diagnostického postupu Ize sérologii radit mezi pFimé i
nepFimé metody detekce patogenniho agens.

Zakladni princip

Pro sérologii se nej¢astéji vyuziva krevni sérum, ale je mozné pouzit i jiné biologické materialy (sputum, mo¢,
sliny, likvor). Existuji tfi hlavni principy:

1. prikaz antigenu,
2. prikaz protilatek,
3. sledovéni bunéc¢né imunity.

Priikaz antigenu

Antigeny prokazujeme pomoci sady znamych protilatek. Vyuzivaji se jak polyklondini protilatky, které se vazou s
nékolika epitopy predpoklddaného antigenu v nasem vzorku, tak monoklondIni protilatky, které umoznuji presnéjsi
urceni typu patogenu. Pritomnost antigennich molekul znaci pritomnost infekéniho agens.

Pruikaz protilatek

Protildtky prokazujeme pomoci znamého antigenu. Odpovédi na pritomnost antigennich molekul je zpravidla
reakce imunitniho systému. Vzhledem k réizné dynamice tvorby protilatek jejich pr@kaz nemusi znamenat akutni
onemocnéni. V ¢asnych fazich infekce se objevuji protilatky IgM (nékdy IgA), pozdé&ji pak trida IgG, kterd mUze
pretrvavat po prodélaném onemocnéni. Pro testovani je nutné udélat vice odbér a vyhodnotit je v ¢ase. Vysetreni
je problematické u imunodeficitnich pacientt.

Metody
Zpétna (sklickova) aglutinace

Zpétnd aglutinace pomaha urcit konkrétni antigenni slozeni mikroba izolovaného od pacienta pomoci zndmych
sérovych protildtek. U Escherichia colitato reakce umoznuje odlisit jednotlivé kmeny. Identifikace sérovaru
0157:H7 je kli¢cova u zdvaznych variant prdjmovych onemocnéni nebo hemolyticko-uremického syndromu.!!!

Prima aglutinace

Prfima aglutinace je metoda, pfi niz se stanovuji protilatky v séru pacienta priddnim suspenze zndmych
bakterii. Antigeny se nachdazi na povrchu bakterie (biciky, liposacharidy). Vazba protilatky na O-antigen,
polysacharidovy retézec liposacharidu (endotoxin), zplsobi vznik kompaktni srazeniny. H-antigeny bicik{
vytvari srazeninu pripominajici nadychané oblacky nebo zamlzené sklo. Pfimé aglutinace se vyuziva pti prikazu
bakterii rodu Sa/monella (tzv. Widalova reakce) u brisniho tyfu, dale bakterii rodu Brucella (Wrightova reakce), nebo
ricketsii (Weilova-Felixova reakce).

Prima hemaglutinace
U prfimé hemaglutinace jsou antigenni molekulou povrchové struktury erytrocytd. Pozitivni reakce, kterd se projevi
aglutinaci ¢ervenych krvinek, je zplsobena vazbou protiladtek produkovanych cizorodymi organismy na tyto

struktury. Prikladem je Paulova-Bunnelova reakce na priikaz infekéni mononukledzy.

HIT

HIT neboli inhibice hemaglutinace se pouziva u chripkovych vir a jinych plvoct nesoucich hemaglutinin. Protilatky
navazané na virus hemaglutinaci inhibuji.
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Schéma HIT

Aglutinace na nosicich

Antigeny nebo protildtky jsou pfi této metodé umistény na nosici. Nosi¢em mohou byt erytrocyty nebo latexovéa
média. Pri tzv. pasivni aglutinaci jsou antigeny (endotoxin, Vi faktor salmonel) umistény na erytrocytech a po
pridani séra se shlukuji. Pasivné mlzeme prokazovat téz Treponemu pallidum (Dubosova-Hiddlebrokova
reakce). Latexové testy vyuzivané pri diagnostice revmatoidni artritidy maji jako antigen gama-globulin. Dale se
latexovych nosi¢d vyuziva pri prfimém prikazu streptokokd, meningokokd, pneumokokd.

Precipitace

Pfi precipitaci vznikd nerozpustny komplex reakci protildtky s rozpustnym (koloidnim) antigenem. Vhodnym
prostredim je vodny roztok nebo agarovy ¢i agarosovy gel.

Precipitace v roztoku

® Prstencova reakce: ve zkumavce se roztok protildtek prevrstvi roztokem antigenu. Srazenina se objevi v
podobé prstence na rozhrani vrstev.

= Flokula¢ni reakce: smisenim roztoku antigenu a protilatky dochdzi k vysrazeni komplexu v podobé viocek.
Tato reakce je zdkladem VDRL screeningu syfilitidy.

Precipitace v gelu

Do jamek vykrojenych v gelu se nakapou roztoky antigenu a protilatek. Dif(ze roztokd skrz gel vytvari nasledné v
zénach urcité koncentrace tzv. precipitacni linie. Linie vznikaji v misté setkani antigenu a protilatek a jsou
viditeIné jako srazeniny. Prikladem této reakce je prlkaz toxinu u C. diphtherieae.

Dvojité usporadani podle Ouchterlonyho

Do agaru je vykrojena centralni jamka, kam je nakapano sérum pacienta. V okoli je ndsledné vykrojeno nékolik
jamek pro antigeny. Mezi centraini jamkou a jamkami s antigeny po difuzi vznikaji precipitani linie odpovidajici
specifité antigenu a protilatek:

= linie plynule splyvaji (antigeny jsou totozné),
= |inie ¢astecné splyvaji, jedna z nich dale pokracuje (antigeny jsou pribuzné),
= linie se nezavisle protinaji (nepribuzné antigeny).
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Mozné vysledky precipitace v gelu

Komplementfixace

Komplementfixacni reakce jsou zaloZzeny na vlastnostech komplementu. Volny komplement lyzuje erytrocyty a je
schopen vazby na komplex antigen-protiladtka (A-P). V okamziku, kdy komplement navaze komplex A-P, nedokaze
jiz dale erytrocyty porusovat. Ve vzorku krevniho séra od pacienta musi byt komplement inaktivovan teplotou.
Misto néj je dodavan komplement ze séra morcat. Bordetova-Wassermanova reakce je jiZ méné pouzivanou
metodou pro diagnostiku syfilis. Antigenem je kardiolipin, ktery pfi kontaktu se sérovymi protildtkami Treponema
pallidum vytvari komplex. Pri pozitivni reakci nevykazuji erytrocyty lyzu (komplement je navédzan na komplex A-
P). Negativni reakce se projevi lyzou bunék (protilatky proti T. pallidum nejsou pritomné, kardiolipin nema s ¢im
vytvorit komplex, ktery by se mohl navazat na komplement). Na tomto principu dnes funguji napriklad prikazy
brucel, listeriézy, Mycoplasma pneumoniae a rliznych virovych infekci.
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Neutralizace

Pfi neutraliza¢nich reakcich jsou inhibované vlastnosti antigent. U virovych infekci (tzv. VNT = virus
neutralizacni testy) se pritomnost protildtek projevi napfriklad jejich neschopnosti infikovat pokusné zvire. Mezi
neutraliza¢ni reakce patfi tedy i vy$e uvedeny HIT. Dalsi vyuZziti je pfi prlkazu antistreptolysinu O, protilatek
proti streptolysinu O u streptokok typu A, C, G (napf. Streptococcus pyogenes). K séru pacienta prfiddme zndmou
koncentraci streptolysinu. Pokud jsou pritomny protildtky, jeho Gcinky se neutralizuji a nedochdzi k lyze pridanych
erytrocytl. Koncentrace pridavaného streptolysinu nizsi nez 200 m. j. je norma, koncentrace vyssi nez 200 m. j.
jsou po nedavno prodélané infekci nebo pri jejich nasledcich (napr. glomerulonefritida).

Metody znacenych protilatek

Pri téchto metodéach se vyuzivaji protildtky nebo antigeny znaceny rliznymi indikatory (napr. fluoescen¢ni barviva,
enzymy). Mizeme sem zahrnout:

ELISA,

RIA,

Western blotting,
imunofluorescence.

Odkazy
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Souvisejici ¢lanky
= Kultivace
Externi odkazy

= Imunologické metody 2. LF (http://imunologie.lf2.cuni.cz/soubory_vyuka/Imunologicke%20metody-precipitace.
pdf)
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