Mikrobiologiai diagnosztika:
szerologiai eljarasok



1.5. Szeroldgial vizsgalomodszerek

Szeroldgiai reakcidknak az antitest-antigén specifikus kapcsolédason
alapulo in vitro diagnosztikai modszereket nevezziik.

A szeroldgia elnevezés a szérum szobdl ered, hiszen a specifikus ellen-
anyagok, melyek a reakcioban szerepelnek, a szérumban talalhatok meg.
Vizsgdlati anyagainkban kereshetjiik a kdrokozo antigénjét vagy az ez el-
len termel&dott specifikus antitestet. Direkt antigén kimutatds torténhet a
beteg vdladékaibdl, vagy egy kitenyésztett mikroba sejtfelszini antigénjei-
nek azonositdsa is lehet a diagnosztika része. Szamos olyan mikrobadk al-
tal okozott megbetegedés létezik, ahol maganak a kérokozénak a kimuta-
tasa nem megoldott (komplikdlt mintavétel, nem vagy nehezen tenyészt-
hetd korokozd), ahol a diagnosztikaban a mikroba ellen termelédott spe-
cifikus ellenanyagot keressiik vérbél vagy liquorbdl, jelenlétével igazol-
juk az adott fertGzést.



1.5.1. Szabad szemmel ldthaté6 szerolégiai reakciék

Ezekben a reakciokban az 6sszekapcsolodo antigének és antitestek egy
térhalos szerkezetet alakitanak ki, mely szabad szemmel is lathat6. A részt

vevO antiteste
megkdotésére

k legaldbb bivalens (tehat tobb azonos szerkezet( antigén
cépes), az antigének polivalens szerkezetliek. Az antigén

(antigént hord

0z0 részecske) mérete alapjan harom tipust kiilonboztetiink

meg; agglutindciot, flokkulaciét és precipitaciot.



1.5.1.1. Agglutinacio

Az antigén-antitest kapcsoléddsban résztvevd felek egyike vagy mindket-
t6 sejtfelszinen vagy sejt méretli szemcse felszinén helyezkedik el.

Targylemez agglutindcio

Ezzel a médszerrel specifikus antigének jelenlétét igazoljuk. A specifikus
kotédés kialakuldsaval a targylemezen rogosen dsszecsapédott sejteket,
részecskéket lathatunk a feltisztult hattér mellett. A reakcié kvalitativ
(1.16. dbra).
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1.16. dbra. Targylemez-agglutindcié



Baktérium sejtfelszini antigénjeinek kimutatdsa szintenyészethél

» Escherichia coli O, H, K antigének alapjan torténé beazonositdsa
(szerotipizalasa) a tenyészet baktériumsejtjei specifikus szérum antites-
tekkel 6sszecsapodast mutatnak a targylemezen. Ezt a reakciot az E.
coli kiilonb6z6 virulencidju csoportjainak elkilonitésében hasznalhat-
juk, amelyek az O: sejtfal, H: csillo, K: tok antigénjeikben térnek el egy-
mastol.

= Streptococcusok Lancefield-féle tipizalasakor, a baktérium felszinén ta-
lalhaté Lancefield (C poliszacharid) antigének latexszemcsén kotott
csoportspecifikus antitestekkel kotédnek, ez okozza az dsszecsapzo-
dast.

= Staphylococcus aureus latex-koagglutindcio: A baktérium sejtfelszinen
taldlhaté clumping faktor a latex szemcséken rogzitett fibrinhez koté-
dik, az S. aureus felszinén elhelyezked6 protein-A a latex felszinhez
rogzitett antitestek Fc-részével reagal (1.17. abra).
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1.17. dbra. Staphylococcus aureus latex-koagglutindcié
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Baktérium felszini antigénjeinek kimutatasa kozvetlen vizsgalati
anyaghbol

Meningitis gyorsdiagnosztikai médszer a leggyakoribb lehetséges koroko-
zok jelenlévé tokantigénjének kimutatasa specifikus antitestet hordozé

latex szemcsék segitségével liquorbol (1.18. abra).

latexgyongy  bakterialis antigén

antitestek

1.18. dbra. Latex-agglutindcios gyorsteszt elve




Cso6agglutinacio

A beteg vérsavojabdl készitett higitasi sorban egyrészt a specifikus antites-
tek jelenlétét igazolé kvalitativ modszer, masrészt a szérum antitest
mennyiségét is meghatdrozo (kvantitativ) eljaras (1.19. dbra).

1.19. dbra. CsSagglutindcié




Titernek nevezziik azt a legnagyobb higitasi fok (legkisebb antitest kon-

centrdcio), ahol az antigén-antitest tsszekapcsolddds még lathato reakci-
ot eredményez. Egy fert6z6 betegség pontos diagnosztikdajaban nemcsak

egy kvantitativ mérést végziink, hanem az adott fert6zés altal meghataro-
zott idGpontokban ismételt titer meghatdarozast végziink, savoparok ered-
ményeit hasonlitjuk dssze.



® Gruber-Widal reakcio: hastifusz diagnosztikdja, felhasznalt antigének:
Salmonella typhi O és H antigénjei

» Weil-Felix-reakcio: kittéses tifusz ma mar ritkdn hasznalt diagnoszti-
kai modszere, felhasznalt antigének: a kérokozo Rickettsia fajok anti-
génjeivel keresztreakciot eredményezd Proteus antigén (pl. OX19).

* Wright-reakcio: akut brucell6zis diagnosztikdja, felhaszndlt antigének:

Brucella antigén szuszpenzio.




Agglutinacioé mikrotitrator lemezben

A 96 lyukd mikrotitrator lemez mélyedéseiben az agglutindcio utan egy-
séges térhalo folt lathaté, mig a nem agglutindlodott sejtek vagy részecs-
kék a lemez aljan egy pontban letlilepednek (1.20. abra).




TPHA (Treponema pallidum hemagglutinacio) és TPPA (T. pallidum parti-
kula agglutindcio) reakcidk esetén a T. pallidumra jellemzé rekombindns
antigének vorosvértest illetve zselatin szemcsék feliiletén vannak rogzit-
ve. Ezeket az antigén hordozo részecskéket agglutindlja a beteg savoja-
ban jelenlévé antitreponemalis ellenanyag. Mindketté kvalitativ és kvan-
titativ reakcio is.



Haemagglutinacié, hemagglutindciogatlas

Szamos virus képes meghatdrozott dllatfaj vorosvértestjeinek felszinéhez
kotddni, ezdltal azok agglutindciogjat kivdltani. Amennyiben a vizsgalt be-
teg savdja az adott virus ellenes ellenanyagot tartalmazza, a reakciéban a
hozzaadott savo a virus—vorosvértest térhdlo kialakuldsat gatolja. Mind-
kettd kvalitativ és kvantitativ reakcio is.(Lasd —virusdiagnosztika fejezet.)



1.5.1.2. Flokkulacio

A sz6 eredeti jelentése pelyhesedés. Ebben a reakciéban folyékony ko-
zegben oldott dllapotban taldlkoznak a kézel azonos méret(i antigén és
antitest résztvevék. Az antigén-antitest kapcsolat létrejottével képz6dé

nasvobb komblexek mdr nem tudnak oldatban maradni, kicsapédo pely-
heket képeznek.
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1.21. dbra. Csapadék keletkezése az ekvivalencia zéndban



a képzodo pelyhek
mérete a résztvevi kapcsolodo felek egymashoz viszonyitott mennyisé-
gétol fligg. Kozel azonos mennyiség esetén (ekvivalencia zéna) lehet a
legerGsebb pehelyképzddést tapasztalni (1.21. abra). Flokkulacios reak-
cio a syphilis diagnosztika RPR és VDRL reakcioi, lasd —3.7.1. fejezet.



1.5.1.3. Precipitacio

Az antitestek kolloid allapotban oldott antigéneket kbtnek meg, igy okoz-
nak kicsapodast. Féként toxinkimutatdasndl haszndljak. A Corynebacte-
rium diphtheriae torzsek toxintermel6 képességének kimutatdsara szolgal
az  Elek-teszt, amely
agargél-precipitaciés reak-
cioval torténik. Az agar-
gélbe helyezett sz(rGpapir-
csikbél az agarba diffunda-
16 antitoxin (toxin ellen ter-
melt ellenanyag) és a ra
merGlegesen a tdptalajra
csik alakban leoltott kérdé-
ses baktériumbol a taptalaj-
ba diffunddlé toxin egy-
mashoz  kotédik  (1.22.
abra). Ahol a toxin és az
antitoxin egymadsnak meg-
felel6 menynyiségben van
jelen, precipitdcios iv jele-
nik meg. Lasd —3.4.2. feje-
zet.

‘ W

1.22. dbra. Elek teszt - gélprecipitacié



1.5.2. Szabad szemmel nem lathat6 szeroldgiai reakcidk

Ezekben a reakcidkban jel6lt antitestek haszndlataval detektaljuk a speci-
fikus antigén-antitest kapcsolodast. A specificitds megdrzése érdekében a
be nem koétott komponensek mosdssal eltavolitasra keriilnek.



1.5.2.1. Immunfluoreszcencia (IF)

A reakciokban fluoreszcens festékkel jel6lt ellenanyagot haszndlnak fel.

Direkt IF: Vizsgdlati anyagbdl a fert6zés igazolhato a sejtek felszinén

megjelend specifikus antigénekhez ko6tédott, fluoreszcensen jeldlt anti-
testekkel, fluoreszcens mikroszkop felhaszndlasaval (1.23. dbra). Ezt a re-
akciét haszndljdk példaul Chlamydia trachomatis direkt kimutatdsara
higycsévaladékbol.

Indirekt IF: A beteg savéjdban kering6 ellenanyag kimutatdsa térténhet

antigéneket tartalmazo sejtkultira segitségével. Els6 lépésként ezekhez az
antigénekhez kotédik a keresett ellenanyag, majd a masodik, fluoreszcen-
sen jelolt antihuman ellenanyag bekotédése fluoreszcens mikroszképban
lathatova teszi a specifikus kotédéseket. llyen modszert haszndlnak pél-

ddul coronavirusok elleni_ellenanyagok kimutatdsdra szérumbdl (1.23.
abra).
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1.23. dbra. Direkt és indirekt immunfluoreszcens modszer elve



1.5.2.2. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
Chemiluminescence Immunoassay (CLIA)



A két hasonlé elven miikédé mdédszer, mind antigén, mind ellenanyag ki-
mutatdsdra alkalmas, automatizdlhaté eljarasok. A jelolt ellenanyaghoz
kotott enzim szubsztratjdbdl szines terméket készit, ennek mennyisége
optikai denzitdas (OD) formdjaban fotométerrel mérheté (ELISA, 1.24.

abra), vagy a jelol6 enzim kemilumineszcens vegyiiletet hasit, detektdlha-
to6 fényjelenséget eredményezve (CLIA, 1.24. dbra).



Az ELISA az egyik

legelterjedtebb, mind kvalitativ, mind kvantitativ meghatdarozasra alkal-
mas szerologiai modszer. Antigén kimutatasara hasznalatos ELISA pl. a
hepatitis-B-virus HBsAg-jének kimutatdsa, antitest kimutatdsara hasznal-

jak pl. a hepatitis-A-virus diagnosztikdjdban.
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1.24. dbra. ELISA és CLIA mddszer elve




Aviditas vizsgalat
Egy akut fert6zés utan nemcsak a specifikus 1IgG mennyisége n6, hanem
az id6 el6rehaladdsaval az ellenanyag érik, és néhdany hénap milva az el-

lenanyag erGsebben fog kotédni az antigénhez. Az aviditas az antigén-el-
lenanyag kotések affinitasanak mértéke. Az IgG aviditdsi tesztet ligy vége-

zik, hogy egy mintdbdl két parhuzamos tesztet végeznek egyszerre. Az
egyik beallitast a szokasos madszerrel (pl. ELISA, immunfluoreszcencia),
a masikat pedig dgy, hogy az antigén-ellenanyag kotédés utdn uredval
mossdk a mintat. Az urea feloldja az IgG és az antigének kozotti gyenge
kotéseket, igy csak az erdsen kotédo IgG marad a rendszerben. A két vizs-
gdlati minta eredménye kozotti kiilonbségbdl meg lehet dllapitani, hogy
milyen erésen kotédik az 1gG az antigénhez, tehdt akut vagy régi fertGzés-

rél lehet-e sz6. Az alacsony aviditdsi IgG a megel6z6 3-4 hénapban le-
zajlott fert6zésre utal. Az aviditds mérésének nagy jelentésége van a va-
randdsok fertézéseinek (CMV, Toxoplasma) vizsgalatdban, illetve a pri-
mer és szekunder fertGzések kdzotti differencidlasban (1.25. dbra).
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1.25. dbra. Az ellenanyagok aviditdsanak vizsgdlata



1.5.2.3. Immunoblot

Egy adott kérokozé nitrocellul6z membranon rogzitett rekombindns anti-
génjeinek segitségével mutatjuk ki, hogy a vizsgalt szérum mely antigé-
nek ellen rendelkezik antitestekkel. Ennél a médszernél is masodik en-
zimmel jel6lt antihuman ellenanyag és az enzim szubsztratjanak hasada-
saval létrejoveé szinvaltozas jelzi a specifikus kotddést (1.26. abra). Példa-
ul a HIV ELISA szlrévizsgalati eredmények megerdsitésére haszndlatos
modszer.
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.26. dbra. Az Immunoblot médszer elve; IgG és IgM Immunoblot csikok




1.5.3.4. .fmmunkmmarugrdﬁa

A vizsgdlati mintabol festékkel jelzett antitest felhaszndldsaval, antigének
direkt kimutatdsdra szolgdlo gyorsteszt. A festett ellenanyaghoz kot6dott

folyadékban oldott antigén, a szilard kromatografia sordn rogzitett anti-
testhez is kapcsolodik, a magaval vitt festékszemcseék lathato jelet adnak.

Ezt az eljdrast hasznaljuk példaul a Trichomonas vaginalis antigén detek-
talaskor vagy Clostridium difficile toxin kimutatdsdra (1.27. dbra).
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1.27. dbra. Immunkromatogrdfia elve és eredménye



1.5.3.5. Virus- és toxinneutralizacio

A szervezetben a virusok vagy toxinok ellen termel&détt ellenanyagok ki-
mutatdsara hasznaljuk, leggyakrabban megerGsitd vizsgdlatként, illetve a
beteghdl izoldlt virus pontos tipusdanak meghatdarozdsara is alkalmazhato.
Az atvészelt fert6zés vagy oltas kdvetkeztében keletkezé neutralizalo el-
lenanyagok képesek a virus vagy toxin antigénjeihez kotGdve annak fogé-
kony sejthez valo adszorpcidjat és igy kdrosito hatdsat kivédeni. Ezt hasz-
naljuk ki a vizsgalat sordn: a vizsgdlni kivant savé és a virus vagy toxin
megfelelé aranyd keverékét inkubdcié utan a virusra vagy toxinra fogé-
kony szovettenyészetre oltva vizsgdljuk a kialakult citopatogén hatas mér-
tékét. Amennyiben a minta tartalmazott a vizsgdlt virusra vagy toxinra
specifikus neutralizalo ellenanyagokat, a szovetkarosodas nem/csokkent

mértékben alakul ki (1.28. abra).
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1.28. dbra. Virus- vagy toxinneutralizdcié




	1. dia: Mikrobiológiai diagnosztika:  szerológiai eljárások
	2. dia
	3. dia
	4. dia
	5. dia
	6. dia
	7. dia
	8. dia
	9. dia
	10. dia
	11. dia
	12. dia
	13. dia
	14. dia
	15. dia
	16. dia
	17. dia
	18. dia
	19. dia
	20. dia
	21. dia
	22. dia
	23. dia
	24. dia
	25. dia
	26. dia
	27. dia
	28. dia

