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Antigen a protilatka

Antigen = makromolekula pochazejici
z ciztho organismu: rostliny, mikroba,
jiného zivocCicha. (Anebo sice z organismu
vlastniho, ale v tom pripade jde o
prestarlé Ci vadne, popr. zvrhlé bunky.)

V mikrobiologii nas zajimaji mikrobialri
antigeny = casti mikrobialniho téla, ktere
vzbuzuji v hostiteli antigenni odpoved’

Protilatka = imunoglobulin, tvoreny v téle
hostitele (Cloveka, ale také zvirete) jako
odpovéd’ na antigenni vyzvu



Metody lekarske mikrobiologie

Primé metody: detekce mikroba, jeho
casti nebo produktu. Priklady:
Mikroskopie, kultivace, biochemicka
identifikace, priikaz antigenu. Pozitivita
= je jisté, ze agens je NYNI pritomno.
Neprimeé metody: detekce protilatek
proti mikrobovi. Pozitivita = mikrob
potkal hostitele v minulosti (nevime,
zda pred tydny / meésici / roky)



Dva zpusoby, jak vyuzit interakci

mezi antigenem a protilatkou:
Prilkaz antigenu: laboratorni protilatky

(zvireciho plvodu)+ vzorek pacienta
nebo kmen mikroba.

Prima metoda

Prikaz protilatky: laboratorni antigen
(mikrobialni) + sérum (vyjimecneé
sliny, likvor) pacienta

Neprima metoda



Interpretace

Prilkaz antigenu je prima metoda.

Pozitivni vysledek znamena pritomnost

mikroba v téle pacienta

Prikaz protilatek: je to neprima

metoda. Nicméné jsou zpusoby, jak

alespon odhadnout, kdy priblizné se

mikrob s télem pacienta setkal:

— Mnozstvi protilatek (relativni — titr) a jeho
zmeny v case (dynamika titru — viz A1)

— Trida protilatek: IgM ci IgA/IgG (vice v A2)

— (Avidita protilatek)



Jak interpretovat neprimy prikaz

Akutni infekce: velké mnozstvi protilatek, 1
prevazne tridy IgM, pripadné IgM i IgG
Pacient po prodélané infekci: malé mnozstvi 9
orotilatek, pouze IgG (imunologicka pameét)

Chronicka infekce: rdzné moznosti podie
aktivity infekce, mikrobialniho druhu apod.

po letech




Jak provest reakci , kvantitativhe™

Je velmi tezkeé zjistit koncentraci

protilatek proti konkrétnimu antigenu (ne

tedy celkové mnozstvi imunoglobulin()

v jednotkach mol/l, mg/I apod.

Ale da se délat jina véc: mnohonasobné

redit pacientovo sérum.

— Reaguje-li i po mnohonasobném redeni >
- v séru je velké mnozstvi protilatky

— Reaguje jen pri nevelkém zredéni séra
- V Séru je jen malé mnozstvi protilatky



1- akutni serum
2 - rekonvalescentni

Dynamika titru

Prisvih je, ze kazdy ma jinou Uroven
protilatkové odpovédi. Proto samotna
hodnota titru mnoho nerika

Zmeéna titru vypovida vice. Jde-li o
cerstvou zalezitost, titr se vzdy vyviji,
nejprve stoupa, pozdeji zvolna klesa.

Ig M‘*
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ProcC nestaci
samotny titr

Nekdy se stane, Velmi reaktivni
ze malo reaktivni pacient naopak i
pacient ma i dlouho po infekci
v akutni fazi titr titr relativne
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Ctyrnasobny vzestup titru

Abychom mohili fici ,tento pacient je
pravdepodobné NYNI nemocny" (= nejde o
pripad, kdy by Slo o stav o davno prodélane
infekci), zpravidla vyzadujeme nejmene
ctyrnasobny vzestup titru mezi prvnim a
druhym odbérem krve (tedy za 10-14 dnt)

Pri geometrickeé radé s koeficientem dva'jde
o posun o dva dulky.



Dynamika titru — dalsi aspekty

Zvlastnim pripadem je tzv. serokonverze —
v prvnim vzorku protilatky nejsou (jeste se

nestihly vytvorit), v druhém uz jsou. Takovy
dlkaz je cennéjsi nez , dtkaz ctyrnasobkem®"

V nékterych pripadech misto vzestupu
prokazeme pokles (subakutni infekce). I
ten by mel byt nejméne ctyrnasobny.
Velikost titru rozhodne neodpovida
vyvoji klinickych priznakd. Mnozstvi
protilatek casto vrcholj, az priznaky zmizi.



Priklady rlznych projevd
dynamiky titru

1 — 2: sérokonverze

3 — 4: vzestup titru
5 — 6: pokles titru




Geometricka rada

Technicky nejjednodussi zptsob, jak redit
serum pacienta, je pouziti geometrické
rady s koeficientem dva.

Vychazime z neredéného séra, nebo. ze
séra o urcitém predredeéeni (napr. 1 : 5;
1:10,1: 20 a podobné)

V kazdém dalSim dulku je dvojnasobné
redeni oproti predchozimu, napriklad tedy
radal1:10,1:20,1:40,1:80,1: 160...



Pocitani redéeni v serologii

Pozor, v serologii napr. redeni 1 : 4 znamena
jeden dil sera a tri dily fyziologickeho
roztoku (). 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 ptivodniho séra




b) s predredénim puUvodniho séra
1:100 1:200 1:400 1:800

1T

{ N % N
1:1001:200 1:400 1:800

Samozrejmé, predredeni nemusi byt zrovna 1 : 100,
mUze to byt treba 1 : 5,1 : 10, 1 : 20 ¢i jakékoli jiné.




Ukol A1: Klinicka situace

Mame Sest pacientl podezrenim na
klistovou encefalitidu, vsichni.maji
neurologické potize a udavaji prisati
klistete

Klistova encefalitida je nemoc pomerné
bézna ve stredni Evrope. Ackoli ma horsi
pribéh u dospélych (zejména senior(l),
lidé pohrichu nechavaji ockovat spise sve
deti nez sveé rodice.



A1l: Klistova encefalitida

Desticku si postavte na vysku tak, abyste méli
pismeno A vpravo nahore a Cislo-12 vpravo dole.
— V prvnim a druhém radku je prvni pacient (Karel)

— ve 3. a 4. radku druha pacientka (Ludmila)

— v 5. a 6. radku treti pacient (Marek)

— a tak dale

Prvni z obou radkt vzdy odpovida akutnimu, vzorku
sera, druhy vzorku odebranému za dva tydny

V prvnim sloupci jsou opéet testy
antikomplementarity, nasleduje redéni geometrickou
radou od redeni 1 : 10

Jde o to, zjistit titry a zhodnotit jejich vyvoj v Case



Pribeh protilatkové odpovédi
Protilatky IgM se tvori jako prvni, ale
také jako prvni mizi. Neprochazeji
placentou, jejich prikaz u novorozence
je svédectvim jeho infekce
Protilatky IgG se tvori pozdéji a
zUstavaiji jako pamet'ové pritomny
dlouhodobé. Prochazeji placentou
(novorozenec
je tedy muze \
mit od matky) IgM

I1gG




Protilatky ostatnich trid

Protilatky tridy IgA se u nekterych infekci
vysetruji misto protilatek IgM. Tato trida
se uplatnuje hlavné u sliznicniimunity, a
tedy u infekci, kde branou vstupu je
sliznice (napriklad gastrointestinalni)
Protilatky tridy IgE se vyskytuji u alergii
a infestaci Cervy. Zpravidla se vsak
nestanovuji specifické IgE proti
ne€jakemu patogenovi

S protilatkami IgD se v mikrobiologii
nepracuje



Reakce se znacenymi slozkami

Na povrch se postupné navazuiji jednotlive
slozky

Misto jedné ze slozek se pokusime navazat
vzorek od pacienta, o kterém si myslime, ze
danou slozku mozna obsahuje

Je-li to pravda, slozka se navaze

Pokud se vSechny slozky postupné navazou,
vznikne nepreruseny retézec

Na konci retézce je vhodné znacidlo (u reakce
ELISA napr. enzym, ktery se detekuje reakci
s vhodnym substratem)



Moznosti usporadani slozek
zluté vzdy slozka pochazejici ze
vzorku ziskaného od pacienta

Povrch-antigen-protilatka-znacidlo (P)
Povrch-protilatka-antigen-protilatka-
znacidlo (P, napr. prikaz HBsAQ)
Povrch-antigen-protilatka-antigen-
znacidlo (N)
Povrch-antigen-protilatka-konjugat-
znacidlo (N)

Konjugat je znacena protilatka namirena
proti lidské protilatce



Vyznam konjugatu

Konjugat se pouziva zpravidla u reakci
neprimeého prtkazu (prikaz protilatek)
Je to protilatka, pro kterou je antigenem
lidska protilatka napr. IgM nebo IgG

Dokaze byt selektivni proti urcité tride
lidskeé protilatky
Pouziti konjugatu je tedy podstatou

moznosti selektivniho prikazu jednotlivych
trid protilatek
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ELISA — praktické provedeni

Zpravidla mame k dispozici desticku s jamkami. Na
rozdil od klasickych serologickych reakci ma kazdy

oroto, ze nezjist'uj

Pred vlastnimi ddl
— Bl — blank (pro ka

pacient nikoli cer radek, ale jen jeden dllek. To

eme titry
Ky pacienttl mohou byt dtlky:

ibraci spektrofotometru)

— K- a K+ — pozitivni a negativni kontrola

— Cut off (dva di tfi dalky) — vyrobcem dodané ,vzorky"
s prave hranicni hodnotou absorbance (,,odsekavaji* ‘pozitivni
vysledky bud’ ostre, nebo s rozmezim plus minus 10 %)
Vzdy zalezi na konkrétni reakci ELISA a jejim provedent.
Nekdy chybi blank, nekdy neni cut off primo obsazen
v desticce, ale pocita se jako prdmeér negativnich
kontrol + konstanta.



ELISA — ukazka

www.medmicro.info
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A2: popis pacientl

P: zdrava téhotna zena, doma kocky
Q: jina téhotna zena, bez kocek

R: mlada dama toulajici se v lesich; bez
kocek, zato vSak v kontaktu s prostredim
kontaminovanym trusem divokych zvirat

S: senior, pracuijici v zahrade, po které se
prochazeji kocky



Schéma nasi ELISy v ukolu A2

x = dalSi pacienti, kteri nas nezajimaji




Antibiotika



Metody zjist'ovani citlivosti in vitro
Zjistovani citlivosti in vitro = v laboratori
Nezaruci stoprocentni ucinnost Iécby

Presto vhodné u vétsSiny nalezl
kultivovatelnych patogennich bakterii

V beznych pripadech kvalitativni testy
(citlivy — rezistentni)

V indikovanych pripadech kvantitativhi
(zjistujeme MIC). Jde zpravidla o rizikove
Kkmeny u rizikovych pacientd.



Difuzni diskovy test (B1)

Na MH (nebo jiny) agar se stéetickou plosné
naockuje suspenze baktérie

Pak se nanaseji tzv. antibioticke disky —
papirky napusténé antibiotikem

Atb difunduje z disku agarem dal

U standardni Petriho misky se pouziva
zpravidla Sest diskl, nékdy se dava jeste
sedmy doprostred



Difuzni diskovy test — pokracovani
Koncentrace atb klesa se vzdalenosti od
disku (a tedy i jeho schopnost inhibovat)

Pokud mikrob roste az k disku, nebo ma
jen malou zonu, je rezistentni (necitlivy.)

Je-li kolem disku dost velka zona citlivosti
(vétsi nez stanovena hranice), je citlivy.



Difusni diskovy test po lopaté

dokonce tak velka, ze se ani neda zmerit.
m 2 Bakterie se neboji antibiotika, jsou na ne

rezistentni. Mala, anebo vubec zadna zéna kolem
atb disku.



Difuzni dis test v praxi: zony

se zmeri a porovnaji s referencnimi

www.medmicro.info



Nekdy jsou prilis velké zony

Jsou-li zony tak velké, ze
se nedaji zmerit, tak je
nemérte a prosté rovnou
napiste, ze kmen je na
dané antibiotikum citlivy.

Zelene jsou vyznaceny
teoretické okraje zon —\{
vsimnéte si, Ze ﬁ'-f-
Z naproste vetsiny bud’ Sl
splyvaji, nebo jsou '
mimo misku



Mikrodilucni test (B2)

Atb je v rade dulkd v plastové desticce,
koncentrace postupné klesa

RV 4

predstavuje hodnotu MIC

V prilozene Sabloneé je zpravidla oznacen
breakpoint. Je-li MIC nizsSi nez breakpoint, je
kmen citlivy. Je-li MIC vyssi, je rezistentni

Jedna desticka se zpravidla pouzije pro jeden
kmen, napr. 12 antibiotik, kazdé v 8 rliznych
koncentracich (presnéeji: dvanacte jen v sedmii,
rohovy dlek vpravo nahore je kontrola rdstu)



Mikrodilu
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Mlkrodllucnl test — odecitani
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OMIC Ogrowth control kontrola réistu

Ve sloupcich 1, 3, 4 a 5 je hodnota MIC
prilis vysoka nez aby mohla byt zmérena.




Odecteni mikrodilucniho testu

Zjistete a zapiste hodnoty MIC pro dvanact
testovanych antibiotik

Zakaleny dtlek = roste to tam
Nezakaleny dlilek = neroste to tam
Neroste to tam = je to inhibovano

Nejmensi koncentrace, ktera inhibuje je
minimalni inhibicni koncentrace

MIC < breakpoint 2> kmen citlivy
MIC > breakpoint > kmen rezistentni



Priklad odecitani

E |F |G |H |e E:MIC>32,
32 |64 |128 |64 | breakpoint =16,
>16< 37 |64 |32 zaver: rezistentni
8 >16< |>32< |16 |°
4 8 16 |>8<
2 4 |8 |4 |
1 2 4 2 breakpomt
05 |1 2 1 zaver: citliv
) [025]05 [1 |05 |® HiMIC<0,5

breakpoint = 8
zaver: citlivy




RS VAGE)

Podobné v principu difuznimu diskovému
testu

Misto disku se vsak pouzije prouzek

V prouzku stoupajici koncentrace atb od
jednoho konce ke druhému (ziskano ‘diky
specialni technologii — proto jsou tak drahe)

Zona neni kruhova, ale vejcita.
Test je kvantitativni

Na papirku je stupnice — jednoduché
odecitani (viz obrazek na dalsf obrazovce)



www.uniklinik-ulm.de

Hodnota MIC
se odecita
primo na
prouzku —

v miste, kde
okraj zony
protina dany
prouzek

E-testy — vyh ocenl
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