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Uvodem

m V této prednasce se uz zase budeme
zabyvat mikrobiologickou diagnostikou,
pricemz vyuzijeme to, co jsme se
dozvedeéli v minulé prednasce. Nejvic si
pamatujme to, co jsme se dozvedeéli o
specifické humoralni imunité: je zalozena
na interakci antigenu (v pripadé
mikrobidlnich antigenu jde o povrchovou
cast téla mikroba) s protilatkou
(imunoglobulinem, ktery je tvoren
makroorganismem.



Pro zopakovani:
Metody lekarske mikrobiologie

s Primé metody: detekce mikroba, jeho
casti nebo produktu. Mikroskopie,
kultivace, biochemicka identifikace,
prukaz antigenu. Pozitivita = je jiste, ze
agens je NYNI pritomno.

s Neprimeé metody: detekce protilatek

broti mikrobovi. Pozitivita = mikrob

potkal hostitele v minulosti (nevime, zda
bred tydny / meésici / roky)




Antigen a protilatka -
opakovani

Antigen = makromolekula pochazejici

z ciziho organismu: rostliny,
mikroba, jiného zivocicha.

V mikrobiologii nas zajimaji
mikrobialni antigeny = casti
mikrobialniho téla, které vzbuzuji
v hostiteli antigenni odpovéd’

Protilatka = imunoglobulin, tvoreny
v teéle hostitele jako odpovéd na
antigenni vyzvu (samozrejme nejen
u Cloveka, ale i u zvirat)




Dva zpusoby, jak to vyuzit:

Prilkaz antigenu: laboratorni protilatky
(zvifeciho plvodu) + vzorek pacienta

nebo kmen mikroba. M// M//

Prima metoda . +

(mikrobialni) + sérum (vyjimecné

sliny, likvor) pacienta //

Neprima metoda m




Prukaz antigenu a antigenni
analyza

s V ramci prtikazu antigenu (tedy
primého prukazu) lze jesté dale rozlisit
dva podtypy:

= Primy priukaz antigenu ve vzorku,
napriklad ve vzorku mozkomisniho moku

= Antigenni analyza (identifikace) kmene,
izolovaného ze vzorku (napriklad kmene
meningokoka)
s U neprimého pritikazu naopak vzdy
pracujeme se vzorkem, a to se vzorkem
séra, kde hledame protilatky



Interpretace

m Prukaz antigenu (véetné antigenni
analyzy) je prima metoda. Pozitivni
vysledek znamena pritomnost mikroba
v téle pacienta

m Prukaz protildtek: je to nepfimd metoda.
Nicméné jsou zpusoby, jak alesporn
odhadnout, kdy priblizné se mikrob
s télem pacienta setkal:

s Mnozstvi protilatek (relativni - titr)
m Trida protilatek: IgM/IgG (vice v dalsich pr.)
m (Avidita protilatek)



Jak tyto informace zjistit

m Akutni infekce: velké mnozstvi
protilatek, prevazné tfidy IgM1

m Pacient po prodélané infekci: mala
mnoZstvi protilatek, hlavné IgG 2
(imunologickd pamét)

m Chronicka infekce: rGzné moznosti




Jak provest reakci
,kvantitativhe"

m Je velmi tézke zjistit koncentraci
protilatek v jednotkach mol/l, mg/
apod.

m Ale da se délat jina veéc:
mnohonasobné redit pacientovo
serum.

m Reaguje-li i po mnohonasobném redéni =2
- v séru je velké mnozstvi protilatky

= Reaguje jen pri nevelkem zredeéni seéra =
- jen malé mnozstvi protilatky



Geometricka rada

m Technicky nejjednodussi zpusob, jak redit
serum pacienta, je pouziti geometrickeé
rady s koeficientem dva.

m Vychazime z neredeného séra, nebo ze
séra o urcitém predredéni (napr. 1 : 5,
1:10, 1 : 20 a podobné)

= V kazdém dal$im dulku je dvojnasobné
redeni oproti predchozimu, napriklad tedy
rada1l:10,1:20,1:40,1:80,1:160..



PocCitani redenl v
serologii

— Pozor, v serologii napr. redéni 1 : 4 znamena
jeden dil sera a tri dily fyziologického
roztoku (tj. Ctyri dily celkem)!

Pri ,biochemickém® pocitani (pocet dilu séra
ku pocCtu dilu diluentu) bychom nase
geometricke rady museli znacCit napr. 1 : 9,
1:19,1:39,1:79. To by bylo znacne
neprakticke



Geometricka rada: jak ji udélat
a) bez predredéni puvodniho séra
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b) s prediedénim puvodniho séra
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Titr — nejvyssi redeni, kde je pozitivni
reakce. Mame-li dve rady, je titrem
nejvyssi redeni z obou rad dohromady.



Vzestupy a \
poklesy titru ......

ePri pouziti geometrické rady
znamena
evzestup/pokles titru o jeden

dilek dvojnasobny vzestup
pokles.

evzestup/pokles o n dulkt je pak
vzestup/pokles 2"nasobny.



ProC nestaCi samotny titr

Nékdy se stane, Ze Velmi reaktivni

malo reaktivni pacient pacient ma naopak i
ma i v akutni fazi titr dlouho po infekci
dost® =~#='~" titr relativné vysoky




Parova a neparova sera

m Parova séra = prvni vzorek je uchovavan
v lednicce, dokud neprijde i druhy. Pak
jsou oba hodnoceny naraz. Ctyrnasobny
vzestup se v tom pripadé ma za
signifikantni pro akutni infekci. Bohuzel
parova sera nejsou bézna.

m Séra nejsou parova (druhy vzorek je
vySetfen zvlast): zvétsuje se riziko
nahodne, chyby, proto zpravidla
vyzadujeme osminasobny vzestup titru.
Tyto Udaje jsou vsak pouze orientacni a lisi
se pripad od pripadu.



Porad musite mit na
pameti:

m Veskere ,srandicky" typu titry, tridy
protilatek, zjistovani avidity, slouzi
k odliseni akutni infekce, chronicke
infekce a stavu po davno prodélané
infekci. Tykaji se ovsem pouze
neprimého prikazu!

m PFimy prukaz totiz primo prokazuje v
téle pacienta Cast patogenova organismu.
Neni tedy nutné zadne dalsi upresneni




Zapamatujte si:

m Veskere ,srandicky" typu titry, tridy
protilatek, zjistovani avidity, slouzi
k odliseni akutni infekce, chronické infekce
a stavu po davno prodéelané infekci. Tykaji
se pouze neprimého prikazu!

s PFrimy prukaz totiz primo prokazuje v téle
pacienta cast patogenova organismu. Neni
tedy nutné zadné dalsi upresnéni



Typy serologickych reakci a
jejich zpusoby vyuziti

Priikaz Antigenni | Neprimy
antigenu |analyza | yr{kaz
Aglutinace obcCas casto nekdy
Precipitace malokdy malokdy |obcas
KFR casto (viry) |[ne casto
(viry)
Neutralizace |obcas ne casto
Znacené velmi Casto |vyjimecné | velmi
slozky casto




Precipitace, aglutinace,
aglutinace na nosicich

m Precipitace: Antigeny jsou ve
formé izolovanych makromolekul
(koloidni antigen)

m Aglutinace: Antigen je soucasti
bunky mikroba (pracujeme tedy
s celymi mikroby)

m Aglutinace na nosi¢ich: Puvodné
izolované antigeny jsou navazany
na nosic (latex, erytrocyt,
polyceluloza)






Aglutinace
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Aglutinace na nosicich




Priklad 1: Antigenni analyza
Enteropatogenni Escherichia coli

= Vétdina kmenu Escherichia coli je
,hodnych"

m Ze vSech antigennich typu E. coli je asi 12,
ktere jsou ,enteropatogenni® - mohou delat
novorozenecke prujmy

s Pouzijeme polyvalentni séra: nona\éalentnl'
obsahuje protilatky proti deviti typum EPEC,
trivalentni proti dalSim trem. Zakal = pozitivita

s Pokud jedno ze sér je ,,+", musime pokracovat
s dalsimi tri- @ monovalentnimi séry

m Je vam jasné, proc tu neurcujeme titry?




Prukaz EPEC -
vvsledek




Priklad 2: aglutinacni reakce na
prukaz protildtek u tularemie (ze

stranky www.medmicro.info):

V prvnim sloupci
jsou kontroly,
vlastni reakce
zacina od druheho
sloupce

L




Priklad vysledku: aglutinace
k detekci protilatek proti yersiniim
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@ K+ pozitivni, titr = 1 : 8

@ C. 1 negativni

O C. 2 pozitivni, tit. >1 : 16

@ C. 3 negativni

@ C. 4 pozitivni, titr = 1 : 4

1:16



Vzhled pozitivnhich a negativnich
jamek u tohoto typu aglutinace

m Pozitivni — nepravidelny chuchvalec,
negativni — male pravidelné kolecCko

O =@ J=

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




Priklad 3: Treponema pallidum
hemaglutinace (TPHA)

m Pouzijeme Cervene krvinky, na ktere je teprve
navazan vlastni antigen T. pallidum (pnes se

v tomto testu cervené krvinky nahrazuji polycelulozovymi Casticemi -
v tom pripadé jde o TPPA (T. p. polyceludzova aglutinace)

m Tato reakce je sice nepfimy prukaz, ale
nepouziva se redéni a nezjistuji titry. Je to
totiz screeningové reakce a pripadna
pozitivita se overuje spolehlivéjsimi metodami

2 |©| =




Demonstrace
TPHA
(www.medmicro.info)




Priklady precipitace: 1. RRR

m Detekce protilatek, které jsou pozitivni u
syfilis, ackoli to nejsou protilatky proti
Treponema pallidum, nybrz proti
kardiolipinu (latka, ktera se objevuje u
syfilitikd)

m Takovym reakcim rikame prtkaz
heterofilnich protilatek - jsou to tedy
protilatky, které nejsou zamérenée proti
antigenu mikroba, ale proti jinému
antigenu, ktery je v dobé vyskytu mikroba
pritomen v téle pacienta



2. Demonstrace jiného typu
precipitace

Tzv. mikroprecipitace v agaru dle Ouchterlonyho




Prstencova precipitace

m Precipitace k detekci antigenu:
m 1) zvireci sérum s protilatkami
m 2) CtyFi ruzné extrakty kmenu

m 3) pozitivita: na styku tekutin
prstenec




Komplementfixace:
srovnani s ostatnimi

m U precipitace potrebujeme do reakce jen
samotny antigen (makromolekulu) a protilatku

s U aglutinace do reakce vstupuje zpravidla cela

bakterie, antigen je jeji soucasti

m U aglutinace na nosicich mame krome
antigenu a protilatky v reakci jesté nosic
antigenu (krvinka, latex, polycelul6za)

x» U komplementfixace mame v reakci navic

komplement a indikatorovy systém
(amboceptor a berani erytrocyty)




Typy serologickych reakci a
jejich zpusoby vyuziti

Priikaz Antigenni | Neprimy
antigenu |analyza | yr{kaz
Aglutinace obcCas casto nekdy
Precipitace malokdy malokdy |obcas
KFR casto (viry) |[ne casto
(viry)
Neutralizace |obcas ne casto
Znacené velmi Casto |vyjimecne |velmi
slozky casto




Komplementfixace (KFR)

s Komplement = slozka imunitni reakce

m Pro KFR pouzivame morceci komplement.
Pacientlv komplement je pred reakci
inaktivovan

s Komplement neni schopen vazat se na
samotny antigen

s Komplement neni schopen vazat se na
samotnou protilatku

s Komplement je schopen vazat se pouze na
KOMPLEX obou



Komplement

m soucast
nespecifickeé
humoralni
Imunity

m slozity
kaskadovy
system

http://img.tfd.com/dorland/thumbs/complement.jpg



Komplement — na co se vaze:

s KOMPLEMENT + POUHY ANTIGEN:
nevaze se

s KOPMLEMENT + PROTILATKA:
nevaze se

m KOMPLEMENT + KOMPEX
ANTIGENU S PROTILATKOU:

vazba



Princip komplementfixace

s Komplement se tedy vaze na komplex
antigen-protilatka (nezustava zadny
volny komplement) To ale samo o sobé
neni vidét.

m Proto pouzivame jeste tzv. indikatorovy
komplex - berani erytrocyty + kralici
protilatky proti nim. V pripade, ze se na
zbyl volny komplement, navaze se na
indikatorovy systém a dojde k hemolyze



Pokus k overeni funkce
komplementu

Amboceptor = kralici protilatka proti beranim
erytrocytim

1. Berani ery + amboceptor bez komplementu = neni
hemolyza (chybi komplement)

2. Berani ery + komplement bez amboceptoru = neni
hemolyza (chybi protilatky)

3. Berani ery + komplement + amboceptor >
hemolyza (vsechny slozky pritomné)

4. Kralici ery + komplement + amboceptor = neni
hemolyza (chybi ,ten spravny" antigen)



Princip KFR (negativni, pozitivni)
i S
antigen

18 19 =

antibody
protilatka

vazany - bound volny - free

2ea @2 &8 ¢

berani ery
NO HEMOLYSIS HEMOLYSIS sheep RBC

NENI HEMOLYZA | HEMOLYZA ]

@ amboceptor




Problémy s KFR

m Prilis mnoho komplementu = falesna
negativita. Co délat? Titrovat
komplement (viz dalsi obrazovka)

m Nektera slozka séra sama o sobée
vyvazuje komplement (slozka
antikomplementarity): falesne pozitivni
vysledky. Co delat? Provest test
antikomplementarity. Je to vlastne
,Skoro normalne" provedena reakce,
ovsem bez antigenu



Titrace komplementu

m Pro reakci potrebujeme mnozstvi
morceciho komplementu, které neni
moc velké ani malé.

m Proto zjistujeme, jaké mnozstvi
komplementu hemolyzuje pracovni
jednotku krvinek s amboceptorem
(hemolyticka jednotka)



Test antikomplementarity
SERUM NOT OK SERUM OK

sloZka zodpovédna za
- m ) - -

vazany - bound . volny - free antibody

protilatka

NO HEMOLYSIS HEMOLYSIS gﬁgzl;i ay
NENI HEMOLYZA | HEMOLYZA ,

@ amboceptor




Pouziti KFR

m KFR Ize pouzit pro diagnostiku mnoha,
zejmeéna virovych infekci

m Jako i jiné serologické reakce se KFR
pouziva k prikazu antigenu Cci
protilatky

m Castéjsi je ale prukaz protilatky, proto
se jim budeme zabyvat vic

m Berme to tedy tak, ze mame
laboratorni antigen, ktery

konfrontujeme se sérem pacienta
(kde hledame protilatky)



Pro dnesek dekuji za
pozornost

Prof. Tomasek,
neékdejsi prednosta
naseho Ustavu,
objevitel tzv.
Tomaskova antigenu
u svfilis




