Eva Nohynkova

Jak laboratorni metody pomahaji
v patrani po puvodcich nemoci:
Vybrané metody diagnostiky
infek¢nich onemocnéni

Diagnostika slouzi k rozpoznavani patologického jevu. Z medicinského hledis-
ka pak rozumime diagnostikou proces zaméreny na hledani pric¢iny onemocné-
ni. Na konci by mélo byt odhaleni (rozpoznani) nemoci, tedy diagnéza. Zakladem
diagnostiky onemocnéni je soubor riznych vysetfeni, pomoci nichz se postup-
né ziskavaji a zjiStuji nové informace zpresnujici cestu hledani a ve vysledku
vedou k urcéeni onemocnéni. Mezi tato vysetieni patii klinicky obraz — souhrn
subjektivnich a objektivnich pfiznakii nemoci, anamnéza - soubor informaci
o pacientovi a jeho predchozich onemocnénich, chorobach v rodiné, ale také typ
prace, chov zvirat, cestovani aj. (anamnéza osobni, rodinna, cestovatelska atd.);
fyzikalni vySetfovaci metody hodnetici objektivni pfiznaky, poslech, kterym
se sleduje ¢innost srdce a plic, poklep a pohmat hodnotici napr. zmeény velikosti
organu; zobrazovaci metody jako radiodiagnostika, ultrazvuk, nuklearni magne-
ticka rezonance, endoskopie aj.; funkcni vysetrovaci metody sledujici predevsim
¢innost organi; a v neposledni fadé laboratorni metody zahrnujici biochemic-
ka, hematologicka, imunologicka, mikrobiologicka, cytologicka a histologicka
vysetfeni. Jak se rozvijeji védecké metody, tak dochazi, ovsem pomaleji a po-
stupné, k vyuziti nékterych z nich v laboratorni diagnostice. Pf¥ikladem muze
byt metoda MALDI-TOF, o které se dozvite vice v ¢lanku V. Dvordka na str. 169
tohoto &isla Zivy.

NiZe uvedeny struény a pouze ramcovy
prehled nemtiZe pokryt celé spektrum me-
tod laboratornich vysetieni. Proto se sou-
stfedime pouze na ta, ktera se pouZzivaji pfi
laboratorni diagnostice infekénich onemoc-
nén{ a slouzi tedy k rozpoznani pivodci
infekci, prikazu riznych patogent.

Jak muZeme prokazat pivodce nakazy?
e Metody pfimého prukazu
P¥imym prikazem rozumime nalez (zé-
chyt) ptivodce onemocnéni (prionu, viru,
bakterie, houby, parazita) nebo jeho slozek
(antigent ¢i nukleovych kyselin) v klinic-
kém materidlu. Klinickym materiadlem pro
piimy prikaz mutze byt cokoli, v ¢em je
Sance patogen (nebo tfeba jeho RNA/DNA)
nalézt, napf. télni tekutiny (krev, lymfa,
mozkomisni mok), sekrety, vzorky tkéani
odebrané za ziva (intra vitam) obvykle
invazivni technikou (seskrabem, biopsii,
punkci, lavazi), dale exsudaty (zanétlivé
vypotky z krevnich a miznich cest), vymés-
ky (stolice, mo¢, sputum — sekret vykaslava-
ny z dychacich cest) aj. Patrat po ptivodci
1ze i ve vzorcich tkédni odebranych posmrt-
né (post mortem) pii pitvé. Pro pfimy pri-
kaz je zdsadni nejen odbér, ale i co nej-
rychlejsi transport materidlu za vhodnych
podminek do diagnostické laboratote.

K metodam pfimého prikazu patfi pre-
devsim mikroskopie, kultivace, metody
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prukazu RNA/DNA a metody prikazu
antigenu.

Mikroskopie vyuZzivané v diagnostice
je pfedevsim optick4, ale stale castéji se
pouziva i fluorescencni, konfokalni a elek-
tronova (mikroskopii se budeme vénovat
v jednom z p¥{stich &isel Zivy). Pi zpra-
covan{ vzorku se uplatiiuji rizné metody
jako napf. nativni preparat, koncentraéni

metody, trvaly barveny preparat nebo
z4stin.

Kultivaci se rozumi zachyt a pomnoze-
ni pivodce onemocnéni na umeélych ziv-
nych pidach, v podminkach in vitro (mimo
télo ,,ve zkumavce®, i kdyz zkumavka
muze byt nahrazena jinym systémem).
Kultiva¢ni podminky museji co nejvice
odpovidat narokim hledaného patogenu,
a to jak fyzikalné-chemickym (atmosféra,
pH, osmolarita, teplota), tak metabolickym
(vhodné ziviny aj.). Aerobni mikroorga-
nismy se péstuji pfi normalni atmosféte.
Mikroaerofilni mikroorganismy, které to-
leruji ur¢itou koncentraci kysliku, se kul-
tivuji v plynnych smésich obsahujicich
definovany podil kysliku. Striktni anaero-
bové vyzaduji kultivaci za zcela anaerob-
nich podminek, tj. bez kysliku. K tomu
slouzi specialni nddoby a systémy na vyvi-
jeni plynnych smési zajistujici optimélni
sloZeni atmosféry (nejjednodussi muze
byt napt. vloZeni zapalené svicky, ktera
spotiebuje v nddobé kyslik).

Kultivace se vyuziva hlavné ve virolo-
gické a bakteriologické diagnostice, déle
v diagnostice mykoz (zjistovani plisni
a hub) a v omezené mife také pii prikazu
parazitli, zejména téch jednobunécénych,
jako jsou napf. trypanozomy. Vyhodou
kultiva¢nich metod je ziskani pfislusného
patogenu v dostate¢ném mnozstvi pro pii-
padné dalsi zpracovéani a studium, nékdy
icena, jeZ muZe byt niz$i nez u jinych me-
tod. Naopak hlavni nevyhodou je delsi
doba, kterou kultivace vétsinou vyzaduje,
arovnéZ nebezpeci kontaminace kultivac-
nich médii pfipadné znehodnocujicich
ziskané vysledky.

I kdyz se zd4, Ze pfimy prikaz jedno-
znacéné prokaze, nebo neprokaze ptivodce
onemocnéni, nemusi tomu tak byt vzdy.
Kultivaéni metody mohou byt citlivé na ne-
sterilni odbér testovaného materialu, v p¥i-
padé testti prokazujicich pfitomnost DNA
patogenu mizZe jit o zbytkovou (rezidualni)
DNA, které v téle pacienta né&jakou dobu
koluje, atkoli patogen jiz v téle pfitomen
neni apod. Pravé z tohoto dtivodu se nékdy
voli priikaz patogenu prostfednictvim jeho
RNA, protoze polocas rozpadu RNA je mno-
hem kratsi, a tak pfitomnost RNA vétsinou
znaci i pfitomnost jejtho majitele.

e Metody nepifimého prukazu

Jako nep¥{my priikaz oznacujeme vysetie-
ni, které neodhali pfimo ptivodce onemoc-
néni, ale specifickou odpovéd organismu
(tedy hostitele — pacienta) na infekci. V na-
prosté vétsiné p¥ipadi je touto odpovédi
tvorba specifickych protilatek, tedy obran-
né reakce téla ve snaze odstranit ptivodce
nékazy. Ke zjisténi specifickych protilatek
se plistupuje predevsim tehdy, kdyZ nelze
prokézat pivodce pfimo. Divodt nemoz-
nosti nebo obtiZnosti pfimého prikazu je
hned nékolik:

e neni zndmo, kde se patogen v organismu
nachdzi a ned4 se tedy cilené odebrat a vy-
Setfit pfislusny materidl/vzorek;

1 Parazitické améby (A) druhu Enta-
moeba histolytica na histologickém
preparétu zhotoveném z biopsie stény
tlustého stifeva p¥i onemocnéni zvaném
amébova kolitida. Preparat je obarven
metodou hematoxylin a eozin.
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e stav pacienta nedovoli odebrat optimal-
ni material;

e piimy prikaz mutZe byt komplikovanéj-
81, draz3i nebo méné spolehlivy neZ prikaz
nepiimy atd. Nepfimy prikaz se béZné po-
uziva pro virové hepatitidy (Zloutenku) A,
B a G, klistovou encefalitidu, HIV, syfilis,
mononukledzu apod.

Specifické protilatky, které se nejcastéji
v metodach nepfimého prikazu pouzivaji,
jsou bilkoviny produkované imunitnimi
burikami po rozpoznani p¥itomnosti ciziho
antigenu (zjednodusené fe¢eno rozpozna-
ni néc¢eho, co do naseho téla nepatii). Proti-
latky vytvarteji tzv. plazmatické buiiky, na
které se diferencuji B-lymfocyty po stimula-
ci antigenem. ProtoZe strukturné jde o glo-
buléarni typ proteini, konkrétné o globuli-
ny, a protoze je produkuji butiky imunitniho
systému, jsou protilatky rovnéz nazyvany
imunoglobuliny (Ig). Rozlisuje se pét tiid,
lisicich se velikosti molekuly i funkci
v organismu: IgA, IgD, IgE, IgG a IgM. Jedi-
né imunoglobuliny t¥idy IgG prochazeji
placentou, coz je dtlezité pfi posuzovani
transplacentarnich nakaz, infekce plodu
v déloze (in utero).

Nejcastéji se specifické protilatky pro-
kazuji v krevnim séru (tzv. sérové protilat-
ky). Avsak infikuje-li pivodce onemocnéni
napf. mozkovou tkan ¢i oko, lze protilatky
nalézt v mozkomisnim moku nebo ve skliv-
ci; p¥i ndkazach mocového tstroji zase sta-
novujeme protilatky v moci apod.

Metody prukazu protilatek

Principem vSech metod prokazujicich pro-
tilatky je tvorba komplexu zndmého anti-
genu (ktery je soucasti nebo je produkovén
piislusnym patogenem) a hledané proti-
latky (produkované hostitelem) a jeho na-
sledna detekce (vizualizace, pfipadné
méfeni). Proto je vzdy nutné rozhodnout
(napf. na zdkladé klinického obrazu nebo
anamnézy), na pfitomnost jakého patoge-
nu budeme pacienta testovat.

Podle principu detekce se metody pri-
kazu protilatek déli na metody s pfimou
nebo nepfimou detekci a na ty, které vyuzi-
vaji znacené protilatky.

e Metody s primou detekci

Byly vyvinuty jiZ na konci 19. a béhem
prvai poloviny 20. stol. a nékteré z nich se
v diagnostice pouzivaji dodnes. Divodem
je pfedevsim to, Ze jsou jednoduché, laciné,
ovéfené a vysledky lze tudiZ z dlouhodo-
bého hlediska vzdjemné porovnavat. Jejich
nevyhodou je nizka citlivost a z dnesnfho
pohledu ponékud narocnost na manuélni
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provedeni. Tyto metody jsou zaloZené na
precipitaci a aglutinaci. P¥i precipitaci do-
chazi k vysraZzeni znamych koloidnich anti-
gent (volnych makromolekul) hledanou
protilatkou. P¥i aglutinaci, ktera je obec-
protilatkou shlukovany celé ¢astice, na je-
jichZ povrchu se nachazi zndmy antigen
(tzv. korpuskulédrni antigen). V p¥ipadé pti-
mé detekce jsou témito ¢asticemi celé buni-
ky a antigen tvofi pfimo soucast bunééné
stény/membrany mikroorganismu.

Precipitatni metody

Tyto metody pro stanoven{ protilatek se
provéadéji bud v roztoku, nebo v gelu.
Vzniklé srazeniny lze hodnotit vizualné ¢i
metodami, které méfi zmény intenzity svét-
la v zavislosti na stupni zdkalu roztoku
(nefelometricky nebo turbidimetricky).

Precipita¢ni metody v gelu vyuzivajf ten-
kou gelovou vrstvu, kterd se vytvofi po na-
neseni rozpusténého agaru nebo agarézy
na nosic¢ (obvykle podlozni sklo, Petriho
misku, sklenénou desku). Jejich principem
je migrace antigenu, protilatky nebo obou
(podle uspotfadani reakce) v gelu prostou
difuzi. Tim se zajistuje fedéni difundujici
slozky a tvorba sraZeniny v misté stfetu an-
tigenu s protilatkou (vznik komplexu anti-
gen-protilatka).

Pfi jednoduché radidlni difuzi (radialni
imunodifuze) je v celé vrstvé gelu rovno-
mérné rozptylena (imobilizovana) jedna
slozka reakce, vétsinou protilatka. Druha
slozka (antigen) je aplikovéna (pipetovana)
do kruhové jamky vyfezané v gelu, odkud
radidlné difunduje za vzniku komplext
s protilatkou v gelu a vznikly precipitat
se projevi jako bily prstenec kolem jamky.
Druha mocnina primeéru prstence je pfimo
umeérna koncentraci antigenu (obr. 2). Tato
metoda se pouzivé napi. k méfeni koncen-
trace proteinii v séru, ale v soucasnosti je
nahrazovana precipitaci v roztoku méfenou
nefelometricky nebo turbidimetricky.

Nefelometrie je kvantitativni metoda za-
loZend na méfeni intenzity rozptyleného
svétla p¥i prachodu zakalem, zatimco tur-
bidimetrie se zakladd na méfeni ubytku
intenzity svétla po jednosmérném priicho-
du zékalem. Nefelometrie je citlivéjsi me-
toda, ale i drazsi a vyzaduje specialni p¥i-
stroj — nefelometr, zatimco pfi turbidimetrii
1ze pouzit bézny spektrofotometr. Precipita-
ce v roztoku a stanoveni mnozstvi komple-
xt nefelometricky nebo turbidimetricky
patii k béZnym laboratornim metodam
analyzy fady latek véetné sérovych protei-
ntu akutni faze systémové nakazy (napi.

negativni

pozitivni pozitivni  negativni

C-reaktivni protein), ale k prikazu speci-
fickych protilatek se nepouzivaji.

P1i dvojité difuzi (dvojitd radidlni imuno-
difuze), kterou vyvinul v r. 1948 svédsky
bakteriolog a imunolog Orjan Ouchterlo-
ny, gel neobsahuje ani antigen, ani proti-
latku. Jak antigen, tak protilatka jsou apli-
kovany do vyfezanych jamek a postupuji
gelem proti sobé. Po stfetu obou slozek (po
hodinéch aZ dnech, coZ je hlavni nevyhoda)
vznika v gelu charakteristickd precipita¢ni
linie (obr. 3). Jeji tvar (obloucek, jeho zakii-
veni) zavisi na relativni molekulové hmot-
nosti antigenu a protilatky. V diagnostice
infekénich nemoci se pouziva napf. pro
kvalitativni prikaz protilatek.

Aglutina¢ni metody

PTi pfimé aglutinaci je antigen pfirozenou
povrchovou slozkou butiky mikroorganis-
mu. Princip spo¢iva ve shlukovéni celych
bunék hledanou protilatkou, které se pfimo
vaze na povrchové antigeny mikroorganis-
mu. Vznikaji tak komplexy antigen-proti-
latka, jejichZ vzdjemné provazani vede k vi-
ditelnému shlukovani (aglutinaci) bunék
mikroorganismu. Nejsou-li v séru protilat-
ky proti pfislusnému patogenu p¥itomny
(a pacient tedy nen{ timto patogenem naka-
Zen), zadné shluky se nevytvofi. P¥imou
aglutinaci lze provést na podloznim skle
nebo ve zkumavce smichanim vysetfova-
ného séra se suspenzi usmrceného, zpra-
vidla obarveného mikroorganismu, proti
kterému se hledajf protilatky v séru pacien-
ta. Vzniklé shluky lze pozorovat pouhym
okem. Tato metoda se pouziva predevsim
v bakteriologii. Pf¥ikladem je Widalova reak-
ce, kterou vyvinul francouzsky lékar a bak-
teriolog Georges Fernand Widal v r. 1896,
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@ erytrocyt
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2 Prubéh jednoduché radialni imuno-
difuze a odecet koncentrace neznamé
protilatky (x, y) z grafu

3 Schematické znazornéni déje,

k némuz dochazi pfi dvojité radialni
imunodifuzi. BliZze v textu

4 Piiklad pfimé aglutinace — CATT test
(Card Agglutination Test for Trypano-
soma gambiense) pro prukaz protilatek
pfi spavé nemoci. Sada potieb pro test (a)
a vysledek testu (b) — vznik aglutinatt
trypanozom v pfitomnosti protilatek
oznacuji Sipky.

5 Nepfima hemaglutinace (IHA).

Horni fada znazornuje tvorbu sité

v pfitomnosti protilatek, snimek vpravo
ukazuje vysledek reakce viditelny okem.
V dolni fadé pribéh reakce bez ptitom-
nosti protilatek a fotografie vysledné
viditelné pelety ¢ervenych krvinek

6 Schematické zndzornéni komplement
fixa¢ni reakce (KFR), které objasiiuje jeji
prabéh v pf¥itomnosti (nahoie) a v nepii-
tomnosti (dole) protilatky v séru pacienta.
Snimek na konci kazdé fady demonstruje
okem viditelny vysledek reakce.

na prukaz protilatek proti ptivodci b¥igniho
tyfu Salmonella typhi a puvodci paratyfu
S. paratyphi, nebo pfi tularémii (ptivodce
Francisella tularensis). P¥ima aglutinace
tvori rovnéz zéklad testu, ktery se od 80. let
20. stol. pouziva v parazitologii p¥i pode-
zFeni na zdpadoafrickou spavou nemoc
(Card Agglutination Test for Trypanosoma
gambiense — CATT; obr. 4).

e Metody s nepiimou detekci

BohuZel ve vétsiné pfipadi neni antigen,
proti kterému v téle infikovaného hostite-
le vznikaji protilatky, pfitomen na povrchu
mikroorganismu (nebo nelze pfislusny mi-
kroorganismus z néjakého divodu vyuzit),
a tak musime pfistoupit k metodam s ne-
piimou detekci, které zahrnuji nepfimou
hemaglutinaci, vazbu komplementu, latex
fixa¢ni test a aglutina¢ni inhibiéni test.
Antigen je v rozpustné formé uméle nava-
zan na povrch jiné buiiky (obvykle ¢ervené
krvinky) nebo latexové ¢astice, pfipadné
se k prikazu vzniklého imunokomplexu
vyuziva komplement (viz dale).

Nepifima hemaglutinace (IHA — Indirect
Hemagglutination Assay) je zaloZena na
vazbé protilatek pfitomnych v séru na anti-
geny puvodce, ,,uméle” navdzané na po-
vrch ¢ervenych krvinek. Jsou-li ve vysetio-
vaném séru piitomny protilatky specifické
pro dané antigeny, navaZou se na antigeny
na povrchu erytrocytt. Tim se vytvofi vza-
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jemné provazand sit, kterd zachyti erytrocy-
ty a zabrani jejich p¥irozenému klesani na
dno jamky (zkumavky). Pocet zachycenych
krvinek je pfimo imérny mnoZstvi proti-
latek ve vySetfovaném séru. Cim vic proti-
latek sérum pacienta obsahuje, tim je sit
hustsi a tim vic krvinek zachyti (tfm méné
jich klesne na dno). Nejsou-li v séru zad-
né protilatky, vSechny krvinky gravita¢ni
silou klesnou na dno jamky, kde vytvoti
dobfe viditelnou peletu (tecku). IHA je
semikvantitativni metoda. Postupnym fe-
dénim vysetfovaného séra izotonickym
pufrem (ktery brani poskozeni krvinek) lze
zjistit tzv. titr protilatek, kterym se vyjad-
fuje mnozstvi protilatek v krvi pacienta.
Reakce se provadi na mikrotitraénich des-
tickach s jamkami typu ,,V*, kde je pokles
krvinek snadno viditelny a hodnotitelny
pouhym okem (obr. 5). IHA se hojné po-
uziva pro priikaz antimikrobidlnich proti-
latek. P¥ikladem v bakteriologii je prikaz
protilatek proti Burkholderia pseudomal-
lei p¥i melioidéze (onemocnéni vyvolané
pudni saprofytickou bakterii, vyskytuje se
v jihovychodni Asii a severni Australii)
nebo proti pivodci syfilis Treponema pal-
lidum atd.

Vazba komplementu (KFR — komple-
ment fixa¢ni reakce) vyuzivé skutecnosti,
7e komplement, ktery je soucasti naseho
imunitniho systému a zjednodusené fece-
no zpusobi po své aktivaci ,,provrtani® bu-
nék patogenu, se pfirozené vaze na jakéko-
li komplexy antigenu s protilatkou (klasicka
dréha aktivace komplementu). Tvorba kom-
plexu testovaného antigenu s hledanou
protilatkou se prokazuje nepfimo prostted-
nictvim indikétorového komplexu tvorené-
ho ov&imi erytrocyty s navdzanou kralici
protilatkou proti ovéim krvinkdm. KFR pro-
biha ve dvou krocich. Nejprve se smisf anti-
gen s vySetfovanym sérem pacienta, které
je v8ak tepelné inaktivovano (vystaveno
teploté 56 °C po dobu 30 minut), aby se tak
inaktivoval lidsky komplement (jenz by
mohl nevhodné interagovat), a misto néj se
pfida komplement morcete. Je-li ve vySet-
fovaném séru pfitomna hledané protilatka,
vytvoii s antigenem komplex, na ktery se
néasledné navaze pfitomny komplement.
Ve druhém kroku se do reakce p¥ida indi-
katorovy komplex. Pokud se v prvni fazi
veskery pfidany komplement navdZe na
komplex antigenu s hledanou protilat-
kou (jinymi slovy, jsou-li ve vySetfovaném
séru hledané protilatky pfitomny), krvin-
ky, které tvoii indikatorovy systém, ztsta-
nou neporusené a sedaji na dno jamky.
Nejsou-li vsak ve vySetfovaném séru hle-

dané protilatky, komplement zistava vol-
ny a po pfidani indikatoru se na néj na-
vaze, zpusobi hemolyzu cervenych krvi-
nek a neumozni jejich sedimentaci na dno
jamky (obr. 6). Redénim vySetfovaného séra
1ze opét stanovit titr (mnozstvi) protilatek
v séru pacienta. KFR se v praxi pouziva
jako kvalitativni metoda priikazu protilatek
proti virdm (napf. virus Epstein-Barrové,
cytomegalovirus), bakteriim (Campylobac-
ter jejuni aj.), v diagnostice toxoplazmédzy
(pivodce Toxoplasma gondii).

Latex fixacéni test (latex aglutinac¢ni test)
je nepfimad aglutina¢ni metoda zaloZend na
vazbé rozpustného antigenu na povrch la-
texovych ¢astic a na jejich shlukovani proti-
latkou a je tedy do zna¢né miry podobna
s IHA. V praxi se pouZiva napf. jako rychly
test pro pritkaz protilatek proti streptoly-
sinu O pf¥i ndkaze streptokoky.

Aglutinac¢ni inhibiéni test predstavuje
velmi citlivou metodu, kterd umozriuje pri-
kaz i velice malych mnozstvi antigenu.
V jejim p¥ipadé nehleddame v krvi pacien-
ta specifické protilatky, ale v odebraném
materidlu naopak patrdme po p¥itomnos-
ti pfislusného antigenu. Princip spociva
v kompetitivni inhibici aglutinace hleda-
nym antigenem. Timto testem se napft. sta-
novuje lidsky choriovy gonadotropin (hCG)
k pritkazu tehotenstvi. V soucasnosti jsou
aglutina¢ni metody ¢asto nahrazovany me-
todou ELISA.

e Metody s detekci znacenymi
protilatkami

Zakladnim problémem pii detekci vzniklé-
ho komplexu antigen-protilatka je nedo-
state¢na citlivost, a proto byly vyvinuty
metody, které pomoci rizného znaceni po-
uzitych protilatek/antigenti vyrazné zvysuji
citlivost imunoanalytickych p¥istupt. RIA
(z anglického radioimmunoassay) vyuziva
k detekci imunokomplexu komponenty
znacené radioizotopy, FIA (fluoroimmuno-
assay) barevné fluorochromy a EIA (enzy-
me immunoassay) enzymy. Tyto sekundar-
ni znacené komponenty se také oznacuji
jako konjugaty, protoZe znacka (radioizo-
top, fluorochrom nebo enzym) je s antige-
nem nebo protilatkou slou¢ena chemicky
tak, aby nedoslo ke ztraté pfislusnych vlast-
nosti (napf. v pfipadé enzymu k potlaceni
jeho aktivity).

Principem metody RIA, zavedené do pra-
xe v I. 1959, je kompetice mezi stanovova-
nym antigenem (jehoZ p¥itomnost ve vzor-
ku zjistujeme) a zndmym mnozstvim téhoz
antigenu znac¢eného radionuklidem o ome-
zeny pocet vazebnych mist specifické
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protilatky pfi tvorbé imunokomplexu. Pro
svou vysokou citlivost a pfesnost se RIA
vyuziva pro prikaz velice malych mnoz-
stvi nizko- i vysokomolekularnich latek,
napf. cytostatik, hormont nebo vitamint,
v soudnim lékafstvi ke stanoveni toxic-
kych latek, dale protilatek proti alergentim
apod. Hlavni nevyhodou je v8ak préce
s radioaktivnim materidlem, a to vcetné
jeho likvidace. P¥i detekci protilatek proti
mikrobidlnim patogenim je vyznam RIA
znacné omezeny.

FIA pouzivana od 50. let 20. stol. je zalo-
zena na detekci imunokomplexu pomoci
antigenu ¢i protilatky znacené fluorescen-
¢nim barvivem (fluorochromem), jez po
excitaci svétlem urcité vlnové délky vyzari
viditelné svétlo, které prokazujeme. Energii
pro excitaci dodava lampa piistroje (fluo-
rescen¢niho mikroskopu, spektrofluoro-
metru nebo pritokového cytometru). K tra-
di¢né pouzivanym fluorochromim patii
fluorescein izothiokyanéat (FITC) a tetrame-
tylrodamin izothiokyanat (TRITC), v sou-
Casnosti je vsak skala vyuzitelnych fluo-
rochromt vyrazné $irsi. Metody FIA 1ze
pouzit jak pro prikaz specifickych proti-
latek (mikroskopicky viici antigentm pro-
kazovanym na celych bunkach nebo na
tkanovych fezech fixovanych na mikrosko-
pickych sklech), tak antigenii (pomoci vaz-
by fluorescenéné znacené protilatky).

K prtikazu specifickych protilatek se nej-
¢astéji pouziva EIA, a to metoda enzyme-
-linked immunosorbent assay (ELISA). Sta-
noveni pomoci metody ELISA pfedstavuje
heterogenni nekompetitivni enzymovou
imunoanalyzu — dvoustupiiovou techniku,
pfiniz je jedna slozka reakce (antigen nebo
protildtka) navédzdna na pevny nosic.
V piipadé prikazu specifickych protilatek
ve vy$etfovaném materidlu (napt. v krev-
nim séru) je touto slozkou piislusny antigen
véts§inou navazany na povrch jamky poly-
styrenové mikrotitra¢ni desticky (obr. 7).
Po pfidani vysetfovaného séra se p¥ipad-
né specifické protilatky navazou na antigen
(uchyceny na povrchu jamky) za vzniku
imunokomplexu. Nenavazané (nespecific-
ké) protilatky se odstrani promytim. Vznik-
1é imunokomplexy (vdzané na povrch jam-
ky) se prokazuji v dalsim kroku pomoci
sekundarni protilatky, ktera je zaméfena
obecné proti lidskému imunoglobulinu
a je soucasné znacena enzymem (obvykle
kfenovou peroxiddzou nebo alkalickou
fosfatdzou). Po odstranéni nenavdzanych
sekundarnich znacenych protilatek (tzv.
volného konjugatu) promytim se jako po-
sledni krok pfidé substrat, s nimz enzym
reaguje za vzniku barevného produktu.
Pro nejcasté&ji pouzivanou kienovou pero-
xiddzu se jako substrat pouziva peroxid
vodiku a ortofenylendiamin (OPD) jako
chromogen. Vysledna barevné reakce se
odecitd bud vizualnég, nebo Castéji fotome-
tricky méfenim absorbance, ktera je p¥i-
mo tmeérna mnozstvi hledané specifické
protilatky. Znacena protilatka (konjugét)
dokaZe rozeznat nejen obecné lidsky imu-
noglobulin, ale dokonce i pfislusnou tfidu
imunoglobulind (IgG, IgA, IgM nebo IgE),
na niz se vimunokomplexu véaze. Pravé
timto krokem, volbou znacené protilatky
proti konkrétni t¥idé lidského imunoglo-
bulinu, 1ze metodou ELISA stanovit jed-
notlivé tfidy imunoglobulint ve vysetfo-
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vaném séru, coz je velmi dileZité pro sle-
dovani vyvoje pfislusného onemocnéni,
rozliSeni chronické a akutni faze infekce
atd. (IgM je imunoglobulin rané faze, IgG
naopak chronické faze infekce.)

Za variantu EIA lze rovnéz povaZzovat
Western blotting (WB), jehoZ zdkladem je
elektroforeticka separace proteint (pato-
genu) v gelu a jejich nasledné preneseni na
pevny nosic (obvykle nitrocelulézovou, ny-
lonovou nebo PVDF — polyvinylidenfluori-
dovou membranu). K rozdéleni proteint
se nejcastéji pouziva polyakrylamidovy
gel (PAGE) v kombinaci s detergentem,
dodecylsiranem sodnym (SDS), ktery se
vaze na jakoukoli bilkovinu a udili ji nega-
tivni ndboj. Linearizované molekuly pro-
teint putuji v elektrickém poli a rozdéli se
v gelu podle své molekulové velikosti. Po
pfeneseni (blotting) proteinti na membra-
nu se provadi enzymové imunoanalyza.
V piipadé prikazu specifickych protilatek
se v gelu oddéluji jednotlivé slozky kom-
plexniho antigenu (lyzatu celych bunék pa-
togenu), a jsou-li ve vySetfovaném materia-
lu protilatky specifické pro dané antigeny,
vazou se na né. Vzniklé imunokomplexy

7 Schematické znazornéni prib&hu
reakce ELISA (A). Vysledek reakce (B):
8ipky oznacuji jamky, ve kterych doslo
k barevné reakci prokazujici pfitomnost
hledané protilatky v séru pacienta.

8 Cysty prvokt rodu Acanthamoeba
na histologickém fezu ktzi p¥i nédkaze
pacienta s AIDS. Cysty (C) v podobé
napadnych nepravidelnych ttvari jsou
zde zachyceny v hojném poctu. Rez je
obarven metodou hematoxylin a eozin.
Snimky a orig. E. Nohynkova

se zjistuji pomoci konjugatu znaceného
enzymem a néasledné substratové reakce
stejné jako v ELISA. WB umoziiuje stanovit
profil specifickych protilatek (jednotlivych
tfid) u daného jedince. Napf. srovnanim
profilu protildtek matky a novorozence pii
podezteni na kongenitélni toxoplazmézu
1ze urcit, zda byl plod nakazen.

Zavérem

Ackoli vyse uvedené metody jsou velmi
sofistikované a pouzivaji se jiz desitky let,
presto nesou jistd omezen{ a ne vzdy po-
skytuji jednozna¢né a dostate¢né spoleh-
livé vysledky. Idealni moZnosti je proto
metody detekce patogent vzdjemné kom-
binovat a zvysit tak spolehlivost diagnos-
tiky. U kombinovanych metod pfimého
anepfimého pritkazu se tedy snazime sou-
Casné prokazat jak antigen ptivodce v séru
pacienta, tak i specifické protilatky proti
nému. BohuZel zatim je tato metoda ko-
mer¢né dostupné pouze pro priukaz néka-
zy HIV.

Je tedy zfejmé, Ze metody laboratorni
diagnostiky bude tieba i v budoucnu stale
vylepSovat a zpfestiovat. K tomu zajisté
prispéji nové védni poznatky, ale zejména
nastupujici generace biologti, kterou po-
dobné témata zaujmou. Tim, Ze zafadime
do hodin biologie, ale i chemie, etické
vychovy nebo zdravovédy na nizsich stup-
nich 8kol nenasilnou formou zakladni
poznatky o dcelu laboratorn{ diagnostiky
a principech sou¢asnych metod, mame
Sanci, Ze se mezi studenty zajemci najdou.
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