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Osnova

» Pfimé vs. neprimé metody detekce
» Antigeny, protilatky

» Precipitace

» Aglutinace

» Aglutinace na nosicich



Primeé vs. neprimé metody detekce

» Pfimé metody: hledame mikroba, jeho Casti
nebo produkty (antigeny, toxiny,...). InfekCni
agens je pritomno nyni.

» Neprimé metody: hledame protilatky vytvorene
makroorganismem, ktere vznikly jako odezva na
cinnost mikroba. InfekCni agens bylo pritomno
nekdy v minulosti.



Prehled primych metod

Prukaz Identifikace
Metoda
ve vzorku kmene
Mikroskopie ano ano
Kultivace ano ano
Biochemicka
: . ne ano
identifikace
Prikaz antigenu,
, ano ano
toxinu
Pokud na zvireti ano VvV praxi ne
o v praxi ne (pouze u molekularni
Molekularni metody ano

epidemiologie)




Prehled neprimych metod

» precipitace

» aglutinace

» aglutinace na nosicich

» komplementfixacni reakce (KFR)
» neutralizacni reakce

» metody se znacenymi slozkami:
Imunofluorescence

ELISA
Western blot



Antigeny

» Makromolekula pochazejici z jiného, ciziho
organismu indukujici tvorbu protilatek.

» Antigenni jsou sacharidy a proteiny, lipidy a
nukleove kyseliny pouze v kombinaci s proteiny
a sacharidy.

» Je vazan do vazebneho mista protilatky.

» V mikrobiologii jsou dulezité mikrobialni
antigeny, tedy casti nebo produkty
mikrooganismu, které vyvolaji v hostiteli
antigenni odpoved. Napr. virove Castice,
bunecné steny a jejich slozky (lipopolysacharidy,
lipoteichooveé kyseliny...) biCiky, fimbrie, toxiny.
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Protilatka

» Imunoglobulin, tvorfeny v téle hostitele (Cloveka,
ale take zvirete) jako odpoved
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Serologické metody

» Detekce komplexu protilatka-antigen.

» Prukaz antigenu pomoci laboratorni
protilatky:

Primy prukaz
Protilatka ziskana od zvirete — pomoci ni detekce Ag
ve vzorku pacienta nebo antigenni analyza kmene
mikroba

» Prukaz protilatky laboratornim antigenem:
Neprimy prukaz
V pacientove seru hledame protilatky reaguijici s
laboratornim antigenem



Interpretace

» Prukaz antigenu: pozitivita = pfitomnost
mikroba v téle pacienta

» Prikaz protilatek: pozitivita = pacient se s
mikrobem setkal. Kdy? Nutno odhadnout dle:

Relativni mnozstvi protilatek (titr) a jeho zmeny v
case (dynamika titru)
Tridy protilatek — IgM/IgG
» Avidita protilatek (na pocCatku infekce jsou pritomny
nizkoavidni Ab)



Interpretace — primarni a sekundarni

imunitni odpoved

» Akutni infekce: velké mnozstvi protilatek,
prevazné tridy IgM, pripadné IgM i IgG

» Pacient po prodelané infekci: malé mnozstvi
protilatek, pouze IgG (imunologicka pamet)

» Chronicka infekce: ruzné moznosti podle
aktivity infekce, mikrobialniho druhu apod.
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Interpretace — neprimy prukaz

» Obtizné zjistit koncentraci protilatek proti
konkrétnimu antigenu v jednotkach mol/l, mg/I.
Apod.

» ,Kvantitativni® metoda = redéni séra pacienta:
Reaguje-li i po mnohonasobném redéni - v seru je
velké mnozstvi protilatky
Reaguje pouze pfi nevelkém redeni sera - v séru je
pouze malé mnozstvi protilatky



Redéni séra geometrickou fadou

» Nejjednodussi = pouziti redeni pomoci
geometricke rady s koeficientem 2.

» Na vstupu je neredeneé serum nebo sérum o
znamem predredeni.

» Kazdy dalsi dulek je dvojnasobné redeny
oproti dulku predchozimu, napfiklad tedy 1:10,
1:20, 1:40, 1:80, 1:160, ...

» Pozor! Stejné provedeni, ale odlisny zapis:

V biochemii: 1 dil séra : 9 dilu fyziologického
roztoku (psano 1:9).

V serologii: 1 dil séra : 9 dilu fyziologického roztoku
(psano 1:10)



Geometricka rada — bez predredéni séra




Geometricka rada — s predredénim séra
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Titr protilatek

» Po naredeni séra - pridame antigen.

» Dle typu reakce budto hned vidime vysledek
(aglutinat, precipitat) nebo je nezbytné vysledek
znazornit pridanim dalsich slozek (napr.
komplementu, erytrocytu,...).

» Titr = nejvyssi fedeni, kde jesté vidime
pozitivni reakci. (Mame-li dve rady, je titrem
nejvyssi redeni z obou rad dohromady.)




Aglutinace, precipitace (1)

» Nejjednodussi serologické reakce.
» Pouze antigen a protilatka, zadné dalsi slozky.

» Prikaz antigenu — pracuje se se zvireci i
monoklonalni (= vyrobenou klonalni populaci

plazmatickych bunék) protilatkou, titr neni
relevantni informace.

» Prukaz protilatky — pracuje se s laboratornim
antigenem, titr protilatek nas zajimal!



Aglutinace, precipitace (2)

» Precipitace: antigeny ve forme izolovanych
makromolekul (=rozpustné koloidni antigeny).

» Aglutinace: antigen je soucasti bunky mikroba
(=antigen je korpuskularni, pracuje se s celymi
mikroby).

» Aglutinace na nosicich: ,precipitace prevedena
na aglutinaci®. Puvodné izolované koloidni
antigeny jsou navazany na cizi castici = nosic
(latex, erytrocyt, celuldza, ...).






Aglutinace (1)

» Pozitivni — nepravidelny chuchvalec

» Negativni — malé pravidelné koleCko
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Aglutinace (2)
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Aglutinace na nosicich




Demonstrace aglutinacni reakce u tularémii
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viditelny v fedéni 1:2 a 1:4, f’_‘url 2,

nikoli vsak jiz 1:8 a vyssim - § S
titr je 1:4

» Druha rada: V zadném dulk¥
neni aglutinace = Zadny titr, |
negativni reakce



Precipitace: reakce RRR, RPR, VDRL

» Netrepomenoveé testy, testovani syfylis

» Prukaz nespecifickych protilatek proti
kardiolipinu

» Ruzné formy provedeni:

VDRL (Venereal Disease Research Laboratory) —
flokulacni (precipitacni) test na skliCku

RRR (rychla reaginova reakce) — obdoba VDRL,
pouziti jamek

RPR (rapid plasma reagin) — odecitani reakce
vylepseno o makroskopickou vizualizaci pomoci
karbonovych ¢astic nebo pigmentu.



RRR test

» Znazorneni karbonovymi Casticemi
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Precipitace: mikroprecipitace v agaru
» Mikroprecipitace v agaru dle Ouchterlonyho (tato
reakce neni v dnesnich ukolech)

» Do dulku uprostred je nalita tekutina obsahujici
antigen | > |

difunduji proti nemu a
na jejich styku vznikne
precipitacni linie



Ukol 1: Redéni geometrickou fadou

» Predpokladejme pro jednoduchost, ze vychazime z
neredeného vzorku séra

» Pripravte si 8 zkumavek a do kazdé napipetujte
pomoci savicek 0,2 ml fyziologického roztoku

» Do prvni zkumavky pridejte 0,2 ml vzorku (pro ucely
tohoto ukolu nabarven na modro)

» Smes v prvni zkumavce promichejte trojnasobnym
nasatim a vypuzenim z pipety (nyni je vzorek zreden
2X, 1j. psano 1:2)

» Z prvni do druhé zkumavky preneste 0,2 ml séra
redeného 1:2 a promichejte (nyni je vzorek zredén 4x,
tji. psano 1:4)

» Pokracujte stejnym zpusobem dale



Ukol 1: Redéni geometrickou fadou

» Odstrante 0,2 ml z posledni zkumavky do
dezinfekCniho roztoku a vlozte do ngj i pipetu

» Zakreslete zkumavky a pod ne zapiste redeni
» Zkumavky najdete na boCnim stole

» Zkumavky z prvniho ukolu nedavejte do dezinfekce
na Pasteurovy pipety, ponechejte je ve stojanku (!)

» Velké Pasteurovy pipety nekolikrat proplachnéete
fyziologickym roztokem, pote je odlozte, budou
slouzit zase dalSim studentum



Ukol 2: Mikrotitraéni desticky
UrCete, ke kterému testu patri spravna
mikrotitracni desticka:

» biochemicky test (ENTEROtest 16)

» mikrodilucni test (citlivost na ATB)

» urceni titru protilatek



Ukol 3a: Aglutinace — priikaz protilatek

» Prohlédnéte si mikrotitracni destiCku se sery, u nichz
aglutinacne hledame protilatky proti Yersinia
enterocolitica

» V 1. dulku je sérum nafedéno 1:100 a dale s
koeficientem 2

» Jako antigen zde slouzi samotna bakterialni bunka

» Aglutinace je mapovity povlacek na dné dulku
(bunky jsou provazany protilatkami)

» Negativni reakce je kompaktni pravidelna tecka
(sedimentované bakterialni bunky)

» Stanovte a zapiste titr protilatek (pokud jsou
pritomny), zakreslete vysledek



Ukol 3a: Aglutinace — priikaz protilatek
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pozitivni negativni



Ukol 3a: Aglutinace — detekce protilatek proti
yersiniim

@ (o) (8) K+ pozitivni, titr = 1 : 200
@@@ @ C. 1 negativni

@@@ @ C. 2 pozitivni, titr = 1 : 800
@@@ @ C. 3 negativni

@@@ @ C. 4 pozitivni, titr = 1 : 200
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Q Aglutinace

® Sedimentace volnych bakterii



Ukol 3b: Aglutinace — antigenni analyza
Escherichia coli (1)

» Escherichia coli je G— tyCka, ktera je normalni
slozkou strevni mikroflory.

» Na povrchu ma (kromé jinych typu antigenu) také
takzvané télové (somatické) O-antigeny.

» O-antigeny nejsou u vSech kmenu stejné -
stovky serotypu v ramci jednoho druhu E.coli.

» Pouze12 serotypu vykazuje vyssi patogenitu u
novorozencu a kojencu = EPEC =
enteropatogenni E.coli.



Ukol 3b: Aglutinace — antigenni analyza
Escherichia coli (2)

» Kvuli snizeni poCtu provadénych reakci se testuji
nejdrive polyvalentni séra (tj. séra obsahujici
Ab proti vice typum EPEC) — pouzijeme nejprve
nonavalentni sérum (Ab proti deviti typum
EPEC) a trivalentni serum |V (Ab proti
zbyvajicim trem)

» Pokud jedno ze sér je pozitivni, pokracujeme s
trivalentnimi a monovalentnimi séry

» Pozitivita se plass




Ukol 4a: Aglutinace na latexovych ¢asticich

» Prohlédnéte si mikrotitracni destiCku se seéry, u
nichz aglutinacne hledame protilatky proti
Yersinia enterocolitica

» Titr je nejvyssi redeni s pozitivni reakci

» Aglutinace je mapovity povlacek na dné dulku
(bunky jsou provazany protilatkami)

» Negativni reakce je kompaktni pravidelna tecka
(sedimentované bakterialni bunky)



Ukol 4b: Treponema pallidum a pasivni
hemaglutinace (TPHA)

» Aglutinace na nosici, nosicem je erytrocyt

(Cervena barva)
© -

» Pozitivni reakce vznik

mapovitého povlacku )
» Negativni reakce () ?
+ - 3

sedimentace castic na dno

» Dnes se v tomto testu Cervené krvinky nahraEzujl’
polycelulozovymi Casticemi — zkratka TPPA



Ukol 4b: Treponema pallidum a pasivni
hemaglutinace (TPHA)

pozitivni kontrola

negativni kontrola

vlastni reakce

pacienti 1, 2a 3

technické dilky negativni kontrola
kazdého pacienta



Ukol 5a: Precipitace v pruikazu protilatek —
RRR

» Detekujeme protilatky, ktere jsou pozitivni u
syfilis, ackoli to nejsou protilatky proti Treponema
pallidum

» Detekujeme protilatky proti kardiolipinu
» Reakci provadime pouze kvalitativhe

» Prvni dulek je pozitivni kontrola, druhy negativni.
Pak ma kazdy pacient jen jeden dulek.

» Smicha se 0,05 ml séra + 0,05 ml kardiolipinu.
» RRR muze byt fale§né pozitivni - pozitivitu je
treba overit napr. TPHA testem



Ukol 5b: Prstencova precipitace k detekci
antigenu S. pyogenes

» Do Pasteurovych pipet zabodnutych v plasteline
postupne nalévame:
zvireci
sérum s protilatkami
Ctyfi ruzné extrakty kmenu (kazdy v jiné
pipete!)
» Pozitivita = prstenec na styku tekutin (nemusi byt

vV prv
o |8 % AN
DO 1
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Po tomto cviceni byste méli umeét
» Znat rozdil mezi primymi a neprimymi metodami.
» Rozumeét pojmum antigen a protilatka.

» Popsat obecny princip serologickych reakci.
» Vedet, co je titr.

» Popsat principy precipitace, aglutinace a
aglutinace na nosicich v€etne prikladu.



