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Pamiec¢ immunologiczna

zdolnos¢ uktadu immunologicznego do silniejszego i szybszego reagowania na
kazdy nastepny kontakt z danym antygenem, dzieki obecnosci komorek pamieci.
Jest wynikiem stymulacji dtugo zyjgcych limfocytow B i T.

Reakcja krzyzowa

zachodzi gdy przeciwciata przeciwko jednemu antygenowi rozpoznajg i wigzg sie z
podobnymi (kolejnos¢ aminokwasoéw, struktura przestrzenna) antygenami (np.

w chorobach alergicznych).

Awidnos¢

sita wigzania Ag poliwalentnego (majgcego wiele
epitopoéw) z kilkoma paratopami przeciwciata.
Zwieksza sie wraz z czasem trwania choroby.
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Materiat biologiczny do badan
immunodiagnostycznych

surowica

WYMaAazy (np. ze zmian skornych, gardta, nosa, ucha, oka)
aspiraty (np. z jamy bebenkowej, z ropni, ptynu wysiekowego, z zatok)
ptyn mozgowo-rdzeniowy

bioptaty i wycinki

MOCz

kat



Materiat nie nadajacy sie do badania

* zle pobrane probki

° probka czesciowo wylana;
° widoczna plesin w prdébce;

° zanieczyszczona substancjami pochodzenia zewnetrznego
(substancje kontrastowe, barwniki, oleje);

° materiat pobrany jedng wymazdéwka do wielokierunkowego
badania (bakterie tlenowe, beztlenowe, pratki, grzyby);

° materiaty nie nadajgce sie do badania w kierunku beztlenowcéw
przy zleconym takim badaniu:

poptuczyny zotgdkowe, mocz, kat, wymazy z nosa, oka, gardta,
powierzchni skdry oraz srodowiska zewnetrznego.




Dobor odpowiedniej metody zalezy od:

Rodzaju materiatu :
biologicznego Sl

Miejsca WVStQpOWHHia Wiarygodnosci testu i
jego wartosci

poszukiwanego sktadnika diagnostycznej

Rodzaju poszukiwanego SEa e
sktadnika

Spodziewanego stezenia Mozliwosci
poszukiwanego skfadnika technicznych



Charakterystyka
wybranych metod
immunodiagnostycznych



Zastosowanie:

1.[Diagnostyka chordb zakaznych i inwazyjnych]

2. Okreslenie antygenow zgodnosci tkankowej
(transplantologia i transfuzjologia)

3. Ustalanie grup krwi (hematologia, transfuzjologia,
transplantologia)

4. Ustalanie poziomu wielu biatek w ptynach ustrojowych

5. Ocena stanu czynnosciowego uktadu immunologicznego



Diagnostyka serologiczna chordb zakaznych

jednorazowy lub dwukrotny pomiar stezenia przeciwciat
swoistych (zakazenia wirusowe, przeciwciata poszczepienne)

ocena dynamiki serologicznej — wielokrotne badanie stezenia
przeciwciat w okreslonych, réznych odstepach czasu
w zaleznosci od rodzaju patogenu (metody ilosciowe).

ocena obecnosci zntygenow




poziom przeciwciatl

PRZYKLADOWA KINETYKA PRZECIWCIAL IgM i IgG
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PRZYKLADOWE WZORCE SEROLOGICZNE ZNACZENIE

brak zakazenia, brak odpornosci

przebyte zakazenie, czasami
- + odpornosé/nie (gdy mozna
rozwing¢ zakazenie wtdrne)

wczesna faza zakazenia

zakazenie
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[Borrelia burgdorferi: ]

-

[Toxoplasma gondii: ]




[Wybrane rodzaje metod immunodiagnostycznychJ

*Metody immunologiczne ze znacznikami

=  immunoenzymatyczne
= radioimmunologiczne
= fluorescencyjne
*Aglutynacja (np. odczyn blokowania hemaglutynacii)

*Precypitacja (np. test ktaczkowania, immunodyfuzja, immunoelektroforeza)

*Odczyn wigzania dopetniacza (OWD)



Metody
immunodiagnhostyczne ze
znacznikami



ELISA - ZASTOSOWANIE

WYKRYWANIE Przyktad

toksyn bakteryjnych toksyny cholery, toksyny

enteropatogennych szczepdw E. coli, enterotoksyny

POS' REDNIA a ntyge n 6W Wi ru Sowyc h Staphylococcus aureus, wirusow: rotawirusy, Hepatitis
a - wirus, Parainfluencae wirus
przeciwciat

Salmonella, Yersinia, Brucella, riketsji, Vibrio cholerae,
Mycobacterium tuberculosis, M. leprae, Legionella
BEZ POS REDNIA p rzeciwc | al’ pneumophila, Borrelia burgdorferi, Treponema pallidum,
Babesia microtii, Toxoplasma sp., Toxocara sp.,
Echinococcus sp.

Szybki Reakcje krzyzowe
Czuty -

Brak toksycznych -
zwigzkow

Niskie koszty -

Tanie i trwate odczynniki -



RIA

Zastosowanie:
diagnostyka chordob zakaznych:

e wirusowych: HIV, HBV, HCV, EBV

e bakteryjnych: Treponema pallidum ssp., Legionella sp., Chlamydia sp.

e pasozytniczych: Toxoplasma sp.

Zalety Ograniczenia

Wysoka czutosc Specjalistyczny sprzet
Wysoka swoistos¢ Specjalne srodki
ostroznosci

Niskie koszty -



WB (Western blot)

Zastosowanie:

diagnostyka zakazen:

e wirusowych: HIV, Herpes, BSA (prion), HBV
e bakteryjnych: Borrelia burgdorferi s.I.

Zalety

Moga zachodzic reakcje
Swoisty nieswoiste [wyniki
fatszywie (+)]

Czuty Moga wystepowac
(nawet 0,1 ng) reakcje fatszywie (-)
- Kosztowne
- Wymagaja duzej wprawy

- Droga aparatura



FIA

Zastosowanie:

Diagnostyka zakazen bakteryjnych (Borrelia sp., Chlamydia sp.) oraz zarazen

pasozytniczych (stadia rozwojowe pasozytdw), badanie autoprzeciwciat w
chorobach autoimmunizacyjnych

Czuta Czasochtonna

Swoista Odpowiedni sprzet do
obserwacji wyniku



Metria przeptywowa |

ey | _opmeens |
¢ Diagnozowanie i monitorowanie
» biataczki, chtoniaki;

Zastosowanie:

» wrodzone i nabyte niedobory
immunologiczne;

» choroby nowotworowe;
o choroby ptuc;
o choroby autoimmunizacyjne;




Metody immunodiagostyczne
bez znacznikow



Aglutynacja
Zastosowanie:
diagnostyka mikrobiologiczna
* serologiczne typowanie szczepow bakteryjnych, np.: Salmonella spp., Shigella

spp., Yersinia spp., L. monocytogenes, P. aeruginosa, N. meningitidis,
S. pneumoniae, S. agalactiae, S. pyogenes itd.

« ustalanie zgodnosci tkankowej, grupy krwi

Zalety

Prosta

Szybka

tatwy odczyt wynikow

Niedroga

Stosunkowo wysoka
czutosé



Immunodyfuzja

Zastosowanie:
diagnostyka mikrobiologiczna np.

wykrywanie toksyn bakteryjnych, I —

Prosta Niska czutosé

Czufa Dtugi czas
oczekiwania na wynik
Niedroga -
Bezpieczna -

Gotowe zestawy -

Szybka -



Immunoelektroforeza

Zastosowanie:

- diagnostyka chorob zakaznych i pasozytniczych:
« wykrywanie antygenéw wirusowych, np.: HBVAgs;
« wykrywanie antygenow bakteryjnych i grzybiczych w ptynach
ustrojowych, np.: H. influenzae, N. meningitidis, E. coli K1,

S. pneumoniae, S. agalactiae oraz Cryptococcus neoformonas

- diagnostyka grzybic narzgdowych, np.: kandydoza i aspergiloza;



OWD

Wykorzystuje zdolnos¢ dopetniacza do lizy kompleksu:
krwinka czerwona + swoiste przeciwciato

Przebieg testu:
. UKLAD TESTUJACY

surowica badana + antygen + dopetniacz

pozbawiona wtasnego dopetniacza

ll. Inkubacja

1. SYSTEM WYKRYWAJACY

krwinki czerwone owcy + przeciwciata swoiste




Wynik OWD

Wykorzystuje zdolnos¢ dopetniacza do lizy kompleksu:

krwinka czerwona + swoiste przeciwciato

Wynik testu:
BRAK HEMOLIZY

Kompleks Ag-Ab-dopetniacz
=> BRAK ,,WOLNEGO” DOPELNIACZA

lll. OBSERWOWANA HEMOLIZA

Nie powstal kompleks
=> JEST ,WOLNY” DOPELNIACZ



OWD

Zastosowanie:

Diagnostyka choréb zakaznych:

« wirusowych — grypa, cytomegalia, kleszczowe zapalenie
mozgu i inne;

. bakteryjnych — kita, leptospiroza, bruceloza, tularemia,
listerioza i inne;

« grzybiczych — aspergiloza, kandydoza,;

Diagnostyka choréb pasozytniczych np. toksoplazmoza,



Patogen Test przesiewowy Test potwierdzenia
- WB,
EBV IFA (ztoty standard), ELISA/EIA - awidnos¢ VCA IgG
- testy lll generacji ELISA/EIA |- WB
HIV - testy IV generacji ELISA/EIA |- PCR
- Il generacji EIA/ELISA - WB
HCV - RIBA
- PCR




Diagnostyka molekularna
vs immunodiagnostyka

Testy

serologiczne

Testy
M ECEGE

Wykrywany materiat
biologiczny

Okienko diagnostyczne
Czutosé

Swoistosé

Koszt
Szybkos¢ wykonania
Zastosowanie

Trudnos¢ wykonania

antygeny, przeciwciata

tak
mniejsza

mniejsza

Mniejszy pojedynczego badania
zalezy od rodzaju testu
wezszy zakres

problem dotyczy interpretacji wyniku

Materiat genetyczny patogenu, ale takze
ekspresja gendw dla np. cytokin

tak
wieksza, co nie zawsze jest zaleta

wieksza (ale np. potrzebna analiza
bioinformatyczna)

Wiekszy, ale to sie zmienia
zalezy od rodzaju techniki
Szeroki zakres

Problem dotyczy analizy wyniku




Dziekuje za uwage



