Infekcioszeroldgia



Antigén + antitest kapcsolodasa invivo — Immunvalasz

\ \ - humoralis
baktérium Immunglobulinok - cellularis
(sejtfal, csillo, IgA: secretoros

tok, fimbria) IgG: felismerés,opszonizalas,

virus, gomba, (placentan atmegy)

protozoon stb. IgE: allergia, féregellenes immunitas

[gM: elsodleges immunvalasz



Antitestek funkcioja

SPECIFIC ANTIBODY

Example:
IgA

Bacterial toxins

Neutralization

Ingestion by
macrophage
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Elsodleges immunvalasz:

az antigennel valo elso talalkozaskor alakul ki
latenciaidd utan

eldszor az IgM szintje emelkedik
antigén-specifikus memoriasejtek alakulnak ki

Szekunder immunvalasz:

antigennel valo 1smételt talalkozaskor
a valasz gyorsabb ¢s hosszabb ideig marad fenn
az lg-ok szintje magasabb, {0 tipusa az IgG
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IMMUNSZEROLOGIAI MODSZEREK

Szeroldgial reakcid = antigén + antitest kapcsolddas In
VItro

Az antigén (Ag) - antitest (Ab) kapcsolddas specifikus =

- ismeretlen antigéneket azonosithatunk ismert specifikus
ellenanyagok segitségevel (pl. fertdzések diagndzisa)

- ismeretlen ellenanyagok jelenlétét mutathatjuk ki ismert
specifikus antigenekkel (pl. fogékonysag, védooltas
hatékonysaga, szerokonverzid)

- a szerologiai reakcidok Ag €s Ab qualitativ és quantitativ
kimutatasara is alkalmasak

Il Light Chains

Antigen Binding Site
AarizbielRenian]

[ Heavy Chains



I. Ag-Ab kapcsolodas lathato végeredménnyel

1. Agglutinacio:
= sejtes allapotl antigén és specifikus ellenanyag kapcsolodasa = a
sejtek 0sszecsapzodasa, agglutinacioja
% qualitativ: Targylemez-agglutinacio
pl. E.coli szerotipizalas




qualitativ: targylemez agglutinacio
= baktérium (Ag) + teszt szérum (Ab) targylemezen (pl.: E. coli szerotipizalasa)

pozitiv negativ



Latex agglutinacio (koagglutinacio) 2.és 4.
pozitiv, 1. és 5. negativ

Targylemez agglutinacio (szerotipizalas (a: negativ, b:pozitiv,
rogos kicsapodas)

1. és 5. negativ

Targylemez agglutinacio (1. szines csapadékot ado diagnosztikus kit-ek, 2.
szerotipizalas, S .pyogenes)

« v
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+ quantitativ: Cso6-agglutinacio, Widal tipusa reakcio

szérum (Ab) higitasi sora + ismert, adott mennyiségii Ag =
a beteg savoja milyen mennyiségben tartalmaz ellenanyagokat bizonyos
bakteriumokkal szemben

Titer: a legmagasabb higitas (legkisebb koncentracio), ahol még
bekovetkezik az agglutinacio

— savopar jelentosége: 2-4 hét kiillonbséggel levett savok koziil
a 2.-ban 4x magasabb az Ab szintje = a fert6zés bizonyitott
(szerokonverzio)

Gruber-Widal: Salmonella typhi kimutatasa
Welil-Felix reakcio: Rickettsia
Wright-reakcio: Brucella



Widal-tipusu reakciok
(Csoagglutinacios vizsgalatok)

* Gruber-Widal: hastifusz diagnosztizalasa
— Ag: Salmonella typhi, paratyphi A,B,C; O, H antigén
— At: beteg széruma
— Titer: 1:200
« Weil-Felix: Rickettsias betegségek diagnosztizalasara
— Ag: Proteus OX19, OX2, OXK
— At: beteg széruma [ pm '1-3:;1 [11bu I‘ S0
— Titer: 1:800 TR B fml g
»  Wright: Brucella/ Francisella E i s

— Ag: Brucella

— At: beteg széruma
— Titer: 1:80




Paul-Bunnel: EBV fertozés

Ag: birka vvt

At: beteg szeéruma:heterofil At

Titer:a szérum legnagyobb higitasa
ahol még agglutinacio figyelheto meg

Ma ELISA (¢s PCR, WB) alapu
diagnosztika
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2. Precipitacio:
= oldott allapotu antigén ¢€s specifikus ellenanyag kapcsolodasa =
csapadék, precipitatum képzodik

a, Precipitdcio folyékony kozegben
- qualitativ: Korong (gytir{is) precipitacio

az Ag ¢s az Ab egymas felé diffundal, ahol egyenld mennyiségben vannak, ott 1étrejon
a precipitacio

nehany csepp Ag
) Prf n:ipitacms
" Yyl
'%-_-""\\ R
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Antigén felesle
Ellenanyag A ' g g

felesleg ¢ == N~

Equivalencia zéna

Kialakulé precipitatum mennyisége

Emelked6 mennyiségii antigén hozzaadasa

A szolubilis antigén a specifikus ellenanyaggal az equivalencia zonaban (az antigén ¢€s az ellenanyag
mennyisége megfelel egymasnak) precipitatumot képez.

A precipitaitum sem antigén, sem ellenanyag feleslegben nem alakul ki (feloldodik).



b, Precipitdcio agar-gélben
Immundiffuzio
* Elek-préba — diphteria toxin kimutatasara
- antitoxinnal (Ab) atitatott szlirOpapircsikra agart (16 szérum tartalmi) ontenek
- ra merdlegesen szélesztik a baktériumot, inkubaljak
- ha termel toxint (Ag), az az agarba diffundal = precipitacios vonal




1. AQg-Ab kapcsolodas indirekt
Kimutatasa



1. Komplementkotési reakcio

A reakci0 elemet:

- Antigén: vizsgalni kivant baktérium/virus/gomba stb.

- Antitest: vizsgalando egyén savoja (sajat komplementjét
melegitéssel inaktivaltuk)

- Komplement: tengerimalac savoja, higitasa titralassal beallitva
- Birka vvt: szuszpenzi0, defibrinalt

- Hemolysin: birka vvt-vel immunizalt nyual savoja
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2. Jelolt antigénen/antitesten alapuldo modszerek

a, Immunfluoreszcens modszer

Fluoreszkalo festékkel (fluoreszcein-izotiocianat) jelzett
immunglobulin a homolog antigénnel valo kapcsolddas utan
ultraibolya fényben lumineszkalo komplexet képez

— antigének kimutatasa pl. baktériumok felszinen vagy
szovettani metszetek sejtjeiben




Ismert antigén elleni
ellenanyag

Fluorescens festék -

Direkt immunflurescencia (antigén kimutatasa fluoreszkalo festékkel jelzett specifikus
ellenanyaggal)



Fluorescens festékkel
jelolt antihuman
immunglubulin

Jeloletlen /
ellenanyag

Szilard fazis

Indirekt immunfluorescencia ellenanyag
meghatarozasara

Immunfluorescencia



N, P
N A A

“A” csoportu Streptococcus a

beteg torokvaladékaban Fluorescens festékkel jelslt, “A” Fluoreszkalé
csoportu Streptococcus elleni Streptococcusok
ellenanyag

A) direkt immunfluorescencia

RS N .
1T Ry

Az ellenanyag kotédik

. Fluorescens
aT. pallidumhoz

ellenanyaggal jelolt & . .
antihuman fluoreszkalo spirochaetak

immunglubulin

T. pallidum Specifikus ellenanyag a
laboratériumi térzs beteg vérében

B) indirekt immunfluorescencia



b, Radioimmunassay (RIA)

- antitestkimutatas: szilard fazis
Immunoassay

1zotoppal jelolt antigén + vizsgalando savo
N
a savo antitesttartalma az 4ltala kicsapott
radioaktiv Ag mennyisége alapjan
meghatarozhato

- antigénkimutatas: kompetitiv RIA
a beteg szérumaban talalhat6 jeloletlen Ag
verseng a hozzaadott,  ugyanolyan tipusu,
de jelolt Ag-nel az adott mennyiségii
specifikus antitestért = a jelolt Ag kotott
mennyisege forditottan ardnyos a mérendo

crcrs

RIA eldnye: nagyon specifikus és érzékeny

hatranya: sugarvesz¢ly, a jelolt reagensek

labilisak

v

«—Hudinnctiue antigen

v p,._“rirst” antibody

1 @ Add unlabeled antigen (@)
®

y

o
unlabeled antigen (@)

O
O . ) . .
Q ® Radioactive antigen (@ )displaced by

'

Precipitate ag-ab complexes
with anti-immunoglobulin
(“second” antibody)

® Radioactivity of supernatant
o “—= free antigen

Radioactivity of precipitate
= bound antigen

-+——*"Second” antibody



c, ELISA

az antitestek vagy antigének jelolése enzimmel torténik, kimutatas alapja az
enzim-szubsztrat reakcio lezajlasakor kialakulé szinvaltozas

Direkt ELISA Indirekt ELISA
Szinvaltozas
Sznvaltozas /I\
/I\ o — Szubsztrat
o — Szubszirat Speciﬁ}{us_an kotodik az Ab2-t
termelo fa) ellananyagathoz
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ellenanyag
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Jelolt antigén Beteg savéja

Kompetitiv ELISA médszer



Nem-kompetitiv Kompetitiv Capture

Srnvaltoras
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ELISA modszer (a sarga szin megjelenése jelenti a
pozitiv reakciot)



diagnosztikus
tesztek

a fert6zést kovetd
hénapok

relativ
szérumkoncentracio

SGPT (ALT)
tinetek
incubatio

reconvalescencia

HBYV Serological Tests

Hepatitis B Surface Antigen (HBsAQ):
Hepatitis B e Antigen (HBeAq):
Hepatitis B Surface Antibody (HBsAD):
Hepatitis B e Antibody (HBeAb):
Hepatitis B Core Antibody (HBcAb):

Hepatitis B virus DNA (HBVDNA):

Marker of current infection

Marker of active infection

Marker of recovery of immunity
Marker of inactive virus

Marker of present or past infection

Measures virus activity

= HBsAg negative | Susceptible
| IgM anti-HBc | 19G anti-HBc | anti-Hoe negative
HBsAg negative Immune due to natural infection
anti-HBc positive
12 3 4 5 6 7 8 owm ——
DNS ) HBsAg negative = Immune due to hepatitis B vaccination
anti-HBc anti-HBc negative
anti-HBs positive
HBsAg positive Acutely infected
P . anti-HBc positive
ey anti-HBs IgM anti-HBc | positive
Pl S .};!BeAg anti-HBs negative
Py anti-HBe HBsAg positive | Chronically infected
T T T T T T T T T anti-HBc positive
1 2 3 4 6 7 8 9 hénap Iﬂ“ anti-HBe nagatiwa
(— anti-HBs negative
 m— HBsAg negative | Interpretation unclear; four possibilities:
S mm— anti-HBc positive 1. Resolved infection (most common)
anti-HBs negative 2. False-positive anti-HBc, thus susceptible
korai [TKEseIT 3. “Low level" chronic infection

4. Resolving acute infection




d, Western blot — antitestkimutatas
- az antigéneket elektroforézissel
szeparaljak a molekulanagysaguk ¢€s
toltésiik szerint

- nitrocelluldz papirra blottoljak

- hozzaadjak a beteg szérumat — a
benne l1evo antitestek kotddnek a
megfeleld antitestekhez

- a kotddest enzimmel jelolt
antthuman immunglobulinok ¢s
szubsztratjuk hozzaadasaval mutatjak
Ki — szinreakcio

haszndlata: ELISA eredmények
verifikalasa

fehérje atvitele a
nitrocelluloz filterre
{Ilblotll}

‘L

jeldlés specifikus

ellenanyaggal

~

—>

Western blot eljaras lepesei

SDS poliakrilamid
geélelektroforézis

ellenanyag kotodése a
megfeleld fehérjéhez




-21.5 -

-14.4 -
SDS gel

Immunblot médszer

Immunoblot

Kialanhdzd antigénel seétvalasziva

Meg.
lcontroll

Foz

leontroll

Beteg savia



Szifilisz szerologiai diagnosztikaja

Aspecifikus reakcio
(= Reagin tipust antitestek kimutatasa;
Nem-treponemalis antigének alkalmazésa)

KKR, Wassermann

VDRL

RPR

Reakcidban: Cardiolipin, lecitin, cholesterol

Specifikus reakcio

(= Immobilizin tipusu antitestek kimutatasa;
Treponema pallidum fehérjék alkalmazasa)
TPIT

FTA-ADbs

TPHA, TPPA

TP-ELISA

WB, immunoblot

&

YIHEL I treangd cakés

Pramary svphilis Secomalary syphilin Lt sypphilis Tirliary syphilia

P s ared i o 30 s
s

1 1 5 dasys btk 1o & mdilhs

Serological tests for syphilis by stage of infection

Table 10.1: Performance characteristics of selected serological tests for syphilis by stage of disease

Sensitivity (%)
Stage of syphilis infection
Test Primary Secondary Latent Tertiary Specificity (%)
FTA-Abs 98 (93-100) 100 100 9% 99
TPHA/PA 82 (69-90) 100 100 94 99
'RPR ' 86 (81-100) 100 ' 80 (53-100) . 73 (36-96) ‘ 9
:VDRL . 80 (74-87) 100 80 (71-100) . 71 (37-94) 9

FTA-Abs, fluorescent treponemal antibody absorption; RPR, rapid plasma reagin; TPHA, T. pallidum haemagglutination assay; TPPA, T. pallidum
passive particle agglutination assay; VORL, Veneral Disease Research Laboratory.



ELISA Western blot vizsgalat
Rekombinans Ag-ek Tpl5, Tpl7, Tp47

1

Immunoblot csik
IgG ¢és IgM csikok
TpN47, TmpA, TpN17, TpN15

Capture ELISA
- IgM vagy 1gG
- Rekombinans Ag-ek

{abels dy
njugate)



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/fe/Elisa_wykrywanie_przeciwcia%C5%82.svg

When to test for Borrelia specific antibodies?
Cheicalsuspicion of Lyme ELISA tesztek magas fals

borraliosis
Evaluate istory, signs and pozitivitasa => WB verifikalas

Two-Tiered Testing for Lyme Disease
First Test Second Test

Enzyme
Immunoassay
(E1A) Positive
or
Equivocal
Result Signs or IgG Western Blot
Immunofluorescence symptoms ONLY

Assay > 30 days

(IFA) Negative
Result

Signs of IgM and IgG
symptoms Western Blot
< 30 days

OpC = B
22 —mm =18

Consider alternative diagnosis

If patient with signs/symptoms consistent

with Lyme disease for < 30 days, consider
IgM: p24, 39, 41 -2

obtaining a convalescent serum

IgG: p18, 21, 28, 30, 39, 41, 45, 58, 66, 93 - 5

National Centerfor Emerging and Zoonotic Infectious Diseases

Division of Vector Borne Diseases | Bacterial Diseases Branch




Mikroba, mint ,,antigén” kimutatdsan alapulo tesztek - POCT
vizsgalatok

Moddszer: agglutinacid, immunkromatografia (szerologiai vizsgalatok)

Példak:

* Eredményt befolyasolja
— mintavétel (tlinetek megjelenesehez
képest mikor torteénik, milyen mennyisegi)
— ateszt szenzitivitasa

— a beteg ¢letkora

Légati mintak: Adenovirus, Influenza A,B, RSV, S. pyogenes

Liquor (fiz. steril testfolyadékok) : N. meningitidis/E.coli, H. influenzae B, S.
agalactiae, S. pneumoniae, Cryptococcus neoformans

Széklet: C. difficile, Cryptosporidium, Giardia, Helicobacter, Rotavirus,
Adenovirus, Calicivirus

Vizelet: PNEUMONIA vizsgalata: L. pneumophila 1, S. pneumoniae
Vér:Plasmodium spp,




Gyorstesztek vizeletbol




Streptococcus pneumoniae ,,gyorsteszt” — vizeletbol (20 perc)

S. pneumoniae (minden szerotipus) sejtfalaban 1évé C poliszaccharidot
mutatja Ki
Szenzitivitas: 36-86% (szeptikémiaban magasabb)

- (szenzitivitas novelhetO: fagyasztott, centrifugalt minta?)
Specificitas: 89-95 %
Negativ eredmény nem zarja ki a fertozest

<5 év nem javasolt (hordoz0) ,
Vakcina utan 2 napig pozitiv (>5 nap) | - N e

Atb.kezeltekre nem validaltak - R | -
a tesztek (3 napig +?) Sl nNow

S
Streptococcus

&

Streptococcus on k

pnenwmoniae | 5 pnewmoniae
e

®inax

®inax




Legionella pneumophila
»gyorsteszt” — vizeletbol

- 1. szerotipust mutatja ki (80-95%) |

(némi keresztreakcio van a tobbi szerotipussal is, ill. mas Legionella fajjal)
- A Dbetegek 80 %-anal lesz a vizeletben excretalt Ag

- Szenzitivitas: 55.5-66.6% - 86.6-91.6% (cf. vizelet)
- Ming¢l stlyosabb allapotu a beteg, annal magasabb
- Specificitas: > 99 %
Negativ eredmény nem zarja ki a fertdzest
- ElsO 5 nap negativ lehet! — 1smétlés harmadik napon a
szenzitivitast 10%-al noveli

Adekvat terapia mellett/utan is napokig/hetekig pozitiv lehet (~ 2hét)
Pozitiv eredmény = jelenlegi fertdzes (nem biztosan akut)



Legionella pneumophila okozta pneumonia diagnosztikai
lehetOségen

MODSZER Napok szama (betegség kezdetétdl) Szenzitivitas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
66-80%

Tenyésztés

Antigén
kimutatas
léguti
mintabdl (DIF)

Antigén
kimutatas

vizeletbol CAP: 80-90%

Ellenanyag
kimutatas
szérumbal

(1gG)

PCR >80 %



Rutin diagnosztika: Mycoplasma pneumoniae elleni

M specifikus antitestek merése
g

* ElsO héten (hét végén) jelenik meg

e 5-20 év: + 80 %-ban; >40 év: 40 %-ban

* Honapokig, akar egy évig (évekig) is perzisztalhat (COPD)
» Reinfekcidban gyakran nem jelenik meg

1gG

* ~ 2 héttel IgM utan jelenik meg

» Savopar: 2-3 hét elteltével titer-emelkedés jelzi az akut/aktualis
fertozest

IgA

* Betegseg korai szakaszaban jelenik meg, hamarabb csokken, mint
IgM ¢s 1gG

* 20 éves kor felett sziikseges, akut vagy reinfekcio 1gazolasahoz



Problémak a ,,szerologiaval”

Alkalmazott tesztek szenzitivitasa
kiilonb6z0 — nincs standardizalva
- Jellemzden IgM kimutatasara
,,clesitettek”
- 1gG detektalasara alacsonyabb
- Kiilonosen gond: ha kismértékii a
szerokonverzid (>65 ¢év; alkalmazott
terapia miatt)
Specificitas
- Fals pozitiv IgM/aspecifikus IgM:
- Poliklonalis stimulédci6
- S. pyogenes fertdzés
- Influenza/parainfluenzavirus fertozés,
RSV, adenovirus, CMV, EBV,
Bordetella. ..

100

B0 -
o
-
= 60
B
=4
40 -
=
20
0 4 . =
1-6 7-15
days after onset
O AniLabsystems O Biotest ECFT
O Diagnosys 8 Imamuno Card B hnmuno Well
O Nowvum M Platelia B Ridascreen
B Serion classic & SeroMP & SerodiaMyecoll
O Virotech
FIG. 2. Analytical sensitivities (percent) of IgM assays in relation
to the duration of illness: 1 to 6 days, n = 15; 7 to 15 days,n = 16; =16
days, n = 15.

Beersma et al. J Clin Microbiol



Problémak a ,,szerologiaval”

100

91 4

,,2Aszimptomatikus” hordozo
allapot :
== (0-13,5 % (5-15 éves)

—e-Igh |
Tlinetmentesek MP ellenes IgG ¢€s IgA antitestek

1 oy ,

. - prevalenciaja korcsoportonkeént

. | (T.Tuuminen,Clin.Diagn.Lab.Immun.)
.l S . . . — . . |

Age groups {years)

Prevalence (% over the cut-off)

Osszegezve
Savopar vizsgalata javasolt

Azonos modszerrel mérve (a laboratorium egyszerre mérheti az akut és
konvaleszcens savot)

2-3 hét elteltével vett minta IgG titeremelkedése (4X)jelzi az
akut/aktualis fertozést



Szerologial eredmények interpretalasa

Elsé minta Masodik minta (2-3 héttel késébb)
IgM IgA 1g8G Interpretacié IgM IgA 1gG Interpretécio
1 - - - Negativ szeroldgia. Akut fert6zés lehetséges, ha a minta tul koran lett levéve - - - Akut fert6zés nem igazolhato
+/- +/- + Akutfertdzésigazolhaté
2 - + - Aspecifikus IgA pozitivitas lehetséges - +/- - Aspecifikus IgA
3 + - - Akut fert6zés lehetséges +/- - - Valészinlileg aspecifikus IgM
+/- +/- + Akutfert6zés igazolhaté
4 + + - Akut fert6zés lehetséges +/- +/- - Valészin(ileg aspecifikus IgM és IgA

+/- +/- + Akutfertézésigazolhaté

5 - - + Régifert6zés, vagy reinfekcié lehetséges - - = Régifert6zés
+/- +/- + Reinfekcidigazolhaté
6 - + + Reinfekcio lehetséges - +/- = Régifertdzés, aspecifikus IgA
+/- +/- (O Reinfekcid igazolhaté
7 + - + Akut fert6zés vagy reinfekcio lehetséges +/- - = Régi fert6zés, aspecifikus IgM
+/- +/- (O Reinfekcid igazolhaté
8 + + +  Akut fert6zés vagy reinfekcio lehetséges +/- +/- = Régifert6zés, aspecifikus IgM, IgA
+/- +/- Reinfekcid igazolhato

Szerologiai vizsgalat els0 héten/akut fazisban alacsony
szenzitivitasu



Hogyan lehet a j6voben Mycoplasma pneumoniae okozta akut
fert0zés diagnosztizalasat mikrobiologial vizsgalatokkal segiteni?

Onmagéban egy vizsgalat nem elegend

Kombinaltan szerologia és molekularis vizsgalat

ElsO héten

* PCR szenzitivitas: 40,7-66,7%; specificitas:88,8-98,5%
* IgM szenzitivitas: 7,4-77%; specificitas:49-100%

Szenzitivitas:
PCR Szerologia
1 hét 100 21
2 hét 96 56
3 hét 90 100

Minden betegnél egyedi vizsgalat/elbiralas/értékelés



Chlamydophila pneumoniae okozta CAP
diagnosztikaja — specifikus antitestek vizsgalata
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Chlamydophila pneumoniae okozta CAP

diagnosztikaja
IgM g ]

* Reinfekcidoban altalaban nem termelodik

* |IgA/IgG hianyaban akut fertézést valosziniisit

1gG

* Savépar: 2-3 hét elteltével titer-emelkedése jelzi az aktiv fertozést

* Honapokig, akar évekig perzisztalhat (klinikai tiinetek nélkiil nem
jelent aktiv fertdzést)

* Izolalt IgG klinikai tiinetek nélkiil jellemz6en korabbi, lezajlott
fertozes jele

IgA
* KésObb jelenik meg, mint IgM
* Szintje jellemzOen reinfekcidban emelkedik

* Aktiv fertdzés jele



Chlamydophila pneumoniae okozta CAP szerologiai

diagnosztikaja

IgM IgA

Interpretacio

Negativ szeroldgia

Akut fertozés lehetséges
Megerdsitésére savipar vizsgalata javasolt

Régi fert6zés, maradvanyantitestek

Régi fert6zés, vagy reinfekcid lehetséges
Megerdsitésére savopar vizsgalata javasolt

Akut fertozés vagy reinfekcid vagy kronikus fertozés lehetséges
Megerdsitésére savlpar vizsgalata javasolt
Krdonikus fert6zés: savopar vizsgalata:1 honap és 3. honap utan

Osszegezve

Akut/aktualis fertGzés lehetséges

Altalaban savopar vizsgalata javasolt
Azonos modszerrel mérve (a laboratorium egyszerre mérheti az akut

¢s konvaleszcens savot)



Rezisztencia gének (terméekeinek) kimutatasa

* mecA — PBP2a latex-agglutinacio

* Immunkromatografias tesztek
— OXA48, KPC
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