L¢karska mikrobiologie pro ZDRL
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Uvod do serologie, aglutinace a precipitace, fedéni

Ondiej Zahradnicek 777 031 969
zahradnicek(@inusa.cz ICQ 242-234-100




m V této prednasSce se uz zase budeme zabyvat
mikrobiologickou diagnostikou, pricemz
vyuzijeme to, co jsme se dozveédéll v minulé
prednasce. Nejvic s1 pamatuyme to, co jsme se
dozvédel o specificke humoralni imunité: je
zalozena na interakci antigenu (v pripad¢
mikrobialnich antigenu jde o povrchovou Cast
té¢la mikroba) s protilatkou
(imunoglobulinem, ktery je tvoren
makroorganismem.
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FProl zopakovam
Metody I¢karske mikrobiologie

m Prime metody: detekce mikroba, jeho Casti
nebo produktu. Mikroskopie, kultivace,
biochemicka identifikace, prukaz antigenu.

= je jisté, ze agens je NYNI
pritomno.

m Neprime metody: detekee protilatek proti
mikrobovi. = mikrob potkal
hostitele v minulosti (nevime, zda pied tydny
/ mesicl / roky)
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An'tlgetn a protllatkamopakoi}éh1

Antigen = makromolekula pochazejici
z ci1ziho organismu: rostliny, mikroba,
jincho zivocicha. V mikrobiologii nas
zajimaji mikrobialni antigeny = Casti
mikrobialniho téla, které vzbuzuji
v hostitel1 antigenni odpoved’

Protilatka = imunoglobulin, tvoreny v téle
hostitele jako odpovéd’ na antigenni
vyzvu (samozieymée nejen u Cloveéka, ale 1
u zvirat)
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Prilkaz antigenu: laboratorni protilatky
(zvireciho plvodu)+ vzorek pacienta

nebo kmen mikroba. M/ M/

Prima metoda .

Priikaz protilatky: laboratorni antigen
(mikrobialni) + sérum (vyjimecné

sliny, likvor) pacienta //

Neprima metoda




: w—rﬁ_y
s : S R e Ty A T SRR T T R e Fj"n E’ ar-;% 3
'\-E h"c'; i ¥ . _.:If etV IT .:'._:..'::. o bt -':':"""\"':":\-.\:'J"- -\.:ﬁ _h:.__gl{:‘-\.\_‘l pi. ? .‘? s%&
o A S Ll Ty | S .-"F-?
ciiitg " :,: |-.- e -.!.':.1:_5.'.':,;-:-'_:__:-\:_ e e -\.C:E-::::E;::" '% l-«. L
! : Tk S S L .ﬁ-.- T %ﬁ“ﬂ ,—*.--:dda-
: iy SRR b

Prukaz antigenu a antigenni anal;’/za

m V ramci prukazu antigenu (tedy primeho
prukazu) lze jesté dale rozlisit dva podtypy:
Primy prukaz antigenu ve vzorku, naptiklad
ve vzorku mozkomiSniho moku

Antigenni analyza (identifikace) kmene,
1zolovan¢ého ze vzorku (napriklad kmene
meningokoka)

m U neprimého prukazu naopak vzdy
pracujeme se vzorkem, a to se vzorkem séra,
kde hledame protilatky




Interpretace

m Prukaz antigenu (vCetn€ antigenni analyzy) je
piima metoda. Pozitivni vysledek znamena
pritomnost mikroba v téle pacienta

m Prukaz protilatek: je to nepfima metoda.
Nicmené jsou zpusoby, jak alespon
odhadnout, kdy priblizn€ se mikrob s t€lem
pacienta setkal:

Mnozstvi protilatek (relativni — titr)
Trida protilatek: IgM/IgG (vice v dalSich pr.)
(Avidita protilatek)
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J akmtyto 1nf0rmace 'zj1st1t

- velke mnozstvi protilatek,
prevazn¢ tiidy IgM

. mala
mnozstvi protilatek, hlavné IgG
(1munologicka pamg¢t)

O FUZNne moznosti




Jak provest reakcr ,,kvantitativne

m Je velmi t€zke zjistit koncentraci protilatek
v jednotkach mol/l, mg/l apod.

m Ale da se délat jind véc: mnohonasobné
fedit pacientovo sérum.
Reaguje-li 1 po mnohonasobném fedéni -2 =
v seru je velké mnoZzstvi protilatky
Reaguje jen pii nevelkém zifedéni séra 2> -2
jen malé mnozstvi protilatky




Geometricka rada

Vychazime z nefedén¢ho vzorku séra

v

@/

prvni zkumavce smichame se stejnym

ob]

emem diluentu (FR), =2 fedéni 1 : 2

Po

ovina fedéni 1 : 2 je premisténa do

dalSi zkumavky a smichana s opét
stejnym mnozstvim diluentu -2 1 : 4

Jedna polovinaz1:4...... 2> 1:8
Atd., atd.




— nejvyssi redeni, kde je pozitivni
reakce. Mame-li dve rady, je titrem
nejvyssi redeni z obou rad dohromady.




Zapamatujte si:

m Veskere ,,srandicky* typu titry, tiidy
protilatek, zjiStovani avidity, slouzi k
odliSeni akutni infekce, chronicke infekce a
stavu po davno prodélan¢ infekci. Tykaji se
pouze neprimého prukazu!

m Primy prukaz totiz primo prokazuje v téle
pacienta ¢ast patogenova organismu. Neni
tedy nutné zadne¢ dalSi upresnéniu
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Typy serologlckych reakci a
jejich zpusoby vyuziti
Prukaz Antigenni | Neprimy
antigenu analyza |prukaz
Aglutinace obcas casto nckdy
Precipitace malokdy malokdy |obcas
KFR casto (viry) |ne casto (viry)
Neutralizace obcas ne casto
Znacené slozky |velmi Casto |vyjimecné |velmi Casto




Prec1p1tace, aglutlnace,

aglutinace na nosicich
o Antigeny jsou ve formé

izolovanych makromolekul (koloidni
antigen)

u Antigen je soucasti bunky
mikroba (pracujeme tedy s celymi
mikroby)

m Puvodné
izolované antigeny jsou navazany na
nosic (latex, erytrocyt, polyceluloza)




Schematicke rozdily

1 — precipitace
2 — aglutinace
3 — aglutinace na nosici

1 2 3
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kladl Antlgennl analyza )
nteropatogenni Lscherichia coli

m V¢étSina kmenu Escherichia coli je ,,hodnych*

m /¢ vSech antigennich typu E. coli je as1 12, kter¢
jsou ,,enteropatogenni‘‘ — mohou délat
novorozenecke pruymy

Pouzijeme polyvalentni séra: nonovalentni
obsahuje protilatky proti deviti typum EPEC,
trivalentni proti dalSim tfem. Zakal = pozitivita
Pokud jedno ze sér (A ¢1 B) je ,,+*, musime
pokraCovat s tri- a monovalentnimi se€ry

B Je vam jasne, proc tu neurcujeme titry?




V prvnim sloupci
jsou kontroly,
vlastni reakce
zacina od druhého
sloupce
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Vzhled pozitivnich a negativnich
jamek u tohoto typu aglutinace

m Pozitivni — nepravidelny chuchvalec,
negativni — mal¢ pravidelne kolecko

@ J=|©| J=

Nezapomente, ze titr = nejvyssi redeni
s pozitivni reakci. Prvni dulek je fedén
1:2,druhy 1 : 4 atd.




P¥iklad 3: "'féponema allidum =
aemaglutinace (TPHA)

m PouZijeme Cervene krvinky, na ktere je teprve
navazan vlastni antigen 7. pallidum (nes se v tomto

testu cervene krvinky nahrazuji polycelulozovymi casticemi — v tom pripade jde
o TPPA (T. p. polycelul. aglut.)

m Tato reakce je sice neprimy prukaz, ale
nepouziva se redéni a nezjiSt'uji titry. Je to totiz
screeningova reakce a pripadna pozitivita se
overuje spolehlivéjSimi metodami




Demonstrace
TPHA
(www.medmicro.info)
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klady prempltace 1. RRR

m Dectekce protilatek, kter¢ jsou pozitivni u
syfilis, aCkoli to nejsou protilatky proti
Treponema pallidum, nybrz proti kardiolipinu
(latka, ktera se objevuje u syfilitiku)

m Takovym reakcim fikame prukaz
heterofilnich protilatek — jsou to tedy
protilatky, kter¢ nejsou zameérene proti
antigenu mikroba, ale proti jinému antigenu,
ktery je v dob¢ vyskytu mikroba pritomen
v téle pacienta
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2. Demonstrace Jmeho typu prempltace

Tzv. mikroprecipitace v agaru dle Ouchterlonyho
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Prstencova precipitace

O
1) zvifeci s€rum s protilatkami

2) Ctyt1 ruzne extrakty kmenu

3) pozitivita: na styku tekutin prstenec




D¢kugi za
0Z0Ornost

Pristé imunizace (oCkovani)




