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Co Uz umime

e Umime pouzivat tri diagnostické metody

— mikroskopii jako nativni preparat, jednoduché a
Gramovo barveni a barveni pouzder

— kultivaci mikrob{ na tekutych a pevnych ptdach (na
pevnych pldach ziskame kmen)

— biochemickou (a jinou) identifikaci vykultivovanych
kment mikrobl

e Vime, jak bojovat s mikroby pomoci

dekontaminacnich metod a

antimikrobialnich latek a umime otestovat

— ucinnost desinfekce a sterilizace

— citlivost mikrob{ na antimikrobialni latky




Pohadka

 Bylo jednou jedno malé dité, a tomu
maminka koupila hracku, aby se naucilo
poznavat tvary.

» Hracka byla plastova desticka s dirami
rtiznych tvart, a k tomu tvary, co
patrily do tech der.

 Jednou dité rvalo, protoze mu cosi neslo.
Maminka pribéhla: ,Ale, dité, nemuizes rvat
ctverecek do diry pro kolecko!™ Podivej,
kolecko patri sem, ctverecek tam.




Jenze o par dni pozd€ji...

o ...prisla maminka k ditéti do pokoije, a
vidéla, ze se ditéti podarilo narvat kolecko
do diry pro sestiuhelnicek.

e I uvédomila si maminka, ze pravidla sice
plati, ovSem existuji z nich obcCas i vyjimky

I v prirodé prece plati — pokud ma urcity
tvar svij protitvar, stane se obcas, ze se

da dohromdy i dvojice, ktera k sobé
plvodné neméla patrit.




Pouceni z nasi pohadky

o Mikroby (ale i treba rostliny a zivocCichove)
maji na povrchu svych bunék antigeny.
Kdyz se setkaji s nasim telem, zacne nase
télo tvorit protilatky, které jsou vUci
témto antigendm specifickeé.

 Specificnost ma ovsem sveé meze. Nekdy
existuje zkrizena reaktivita, kdy
protilatka reaguje i s antigenem, ktery je
jen podobny tomu, ktery vyvolal jeji tvorbu

o Nekdy take vznika protilatka proti antigenu,
ktery vznika pri infekci ve tkani.




Antigen a protilatka

Antigen = makromolekula pochazejici
z ciziho organismu: rostliny, mikroba,
jiného zivocicha. V mikrobiologii nas
zajimaji mikrobialni antigeny = casti
mikrobialniho téla, které vzbuzuji
v hostiteli antigenni odpoved’

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




Metody lekarske mikrobiologie

» Prime metody: detekce mikroba, jeho
casti nebo produktu. Mikroskopie,
kultivace, biochemicka identifikace,
prikaz antigenu. = je jiste, ze
agens je NYNI pritomno.

e Neprime metody: detekce protilatek
proti mikrobovi. = mikrob
potkal hostitele v minulosti (nevime,
zda pred tydny / meésici / roky)




Dva zptlisoby, jak to vyuzit:

Prikaz antigenu: laboratorni protilatky
(zvireciho plvodu)+ vzorek pacienta

nebo kmen mikroba. % M/{/

Prima metoda

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

Neprima metoda




Interpretace

» Prlikaz antigenu je pfima metoda.
Pozitivni vysledek znamena pritomnost
mikroba v téle pacienta

e Prikaz protilatek: je to neprima
metoda. Nicméne jsou zpusoby, jak
alespon odhadnout, kdy priblizne se
mikrob s télem pacienta setkal:

— Mnozstvi protilatek (relativni — titr) a jeho
zmeny v case (dynamika titru — viz J08)

— Trida protilatek: IgM/IgG (vice v J10)

— (Avidita protilatek)




Co nalézame v jakych pripadech

» Akutni infekce: velké mnozstvi protilatek, 1
orevazneé tridy IgM, pripadné IgM i IgG
» Pacient po prodelane infekci: malé mnozstvi 2
orotilatek, pouze IgG (imunologicka pameét)

o Chronicka infekce: rizné moznosti podle
aktivity infekce, mikrobialniho druhu apod.




Jak proveést reakci , kvantitativhe®

» Je velmi tezke zjistit koncentraci
protilatek proti konkrétnimu antigenu (ne
tedy celkové mnozstvi imunoglobulind)

v jednotkach mol/l, mg/I apod.

» Ale da se délat jina véc: mnohonasobné
redit pacientovo sérum.
— Reaguje-li i po mnohonasobném redéni =
- v séeru je velké mnozstvi protilatky
— Reaguije jen pri nevelkém zredeni séra >
- Vv Séru je jen malé mnozstvi protilatky




Geometricka rada

e Technicky nejjednodussi zplsob, jak redit
serum pacienta, je pouziti geometrickeé
rady s koeficientem dva.

» Vychazime z neredeného séra, nebo ze
séra o urcitem predredéni (napr. 1 : 5,
1:10,1: 20 a podobne)

 V kazdém dalSim dllku je dvojnasobné
redeni oproti predchozimu, napriklad tedy
rada1:10,1:20,1:40,1:80,1: 160...




Ukol 1: Pfiprava geometrické fady

» Vychazime z neredeného vzorku séra

 V prvni zkumavce smichame se stejnym
objemem diluentu (FR), = redéni 1 : 2

 Polovina redeéni 1 : 2 je premisténa do
dalsi zkumavky a smichana s opét stejnym
mnozstvim diluentu > 1 : 4

e Jedna polovinaz1:4 ... ->1:8
e Atd., atd.




Titr

e Po naredeni séra pacienta pridame antigen

o V zavislosti na konkrétnim typu reakce bud’
primo vidime vysledek reakce
(aglutinat, precipitat), nebo ho musime
znazornit pridanim dalSich slozek (napr.
komplementu, cervenych krvinek apod.

» V kazdem pripade Ize néjak pozorovat
pozitivni a negativni vysledky reakce

A& A4

 Nejvyssi redeni, kde jeste vidime
pozitivni reakci, se nazyva titr.




Ukol 2
Urceni
titru

Titr — nejvyssi redeni, kde je pozitivni reakce.
Mame-|li dve rady, je titrem nejvyssi redeni

z obou rad dohromady. V pripade b) je tedy
jen jeden titr (480), nikoli dva (320 a 480), jak

se mnozi studenti mylne domnivaiji.




Precipitace a aglutinace — spolecneé

* Precipitace a aglutinace jsou dvée
nejjednodussi serologickeé reakce,
kde pracujeme opravdu jen s antigenem
a protilatkou bez dalsich slozek

» Bud'to tedy dokazujeme antigen zvireci
protilatkou, nebo protilatku
laboratornim antigenem

e Pouze ve druhém pripade
zjist'ujeme titry!




Precipitace, aglutinace,

aglutinace na nosicich

e Precipitace: Antigeny jsou ve formeé
izolovanych makromolekul (jde tedy o
koloidni antigen)

o Aglutinace: Antigen je soucasti bunky
mikroba (pracujeme tedy s celymi mikroby,
rikame, ze antigen je korpuskularni)

e Aglutinace na nosicich: Plivodné
izolované antigeny jsou navazany na nosic
(latex, erytrocyt, polyceluldza)
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Aglutinace




Aglutinace na nosicich
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Ukol 3a: Protilatky aglutinaci
Urcete aglutinacni titry u protilatek proti yersiniim
» Pozitivni — nepravidelny chuchvalec

* Negativni — malé pravidelné kolecko

g"

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




Demonstrace aglutinacni reakce u
tularémie (z www.medmicro.info):

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

hooooon




Pred ukolem 3b — poznamka k £. coli

» FEscherichia colije bakterie, ktera je normalni
slozkou strevni mikroflory.

» Na svém povrchu ma kromé jinych typt antigent
také takzvané telové O-antigeny.

» Tyto O-antigeny nejsou u vsech kment £. coli
stejné. Naopak, existuji stovky takzvanych
serotyptll v ramci druhu E. coli

» Ze vSech téchto serotypl jen priblizné dvanact
vykazuje vyssi patogenitu u novorozenct a
kojencli. Témto serotyplm se souhrnné rikd EPEC
— enteropatogenni Escherichia coli




Ukol 3b: Antigen aglutinaci:
Enteropatogenni £scherichia coli

» Clovék je tvor zdravé liny. Nikomu by se
nechtelo zkousSet michat testovany kmen
E. coli se dvanacti séry. Proto

— Pouzijeme nejpreve polyvalentni séra:
sérum A obsahuje protilatky proti Sesti typtim
EPEC, sérum B proti zbyvajicim Sesti.

— Pouze pokud jedno ze sér (A Ci B) je ,,+",
pokracujeme s monovalentnimi séry

 Pozitivita se projevi jako viocky v kapce
o Je to prikaz antigenu — proto zZadné titry




Prikaz EPEC - vysledek

Oodin A




Poznamka pred dalsim ukolem

» V minulém ukolu jsme neurcovali titry,
protoze Slo o prtkaz antigenu

¢ V nasleduijicich dvou ukolech nebudeme
urcovat titry, prestoze pujde o prikaz
protilatek: jde totiz o screeningove reakce

¢ Kazda tehotna zena se vysetruje, nema-li
nahodou syfilis. Prvni testy jsou screening,
kvalitativni. VSechny pozitivni nebo i pouze
podezrelé reakce se overuji specifictéjsimi,
tzv. konfirmacnimi reakcemi. Vice v P09




Ukol 4: Treponema pallidum

pasivni haemaglutinace (TPHA)

Jako v ukolu 3a, take zde je pozitivni reakce
vznik ,chuchvalce", negativni sedimentace
castic na dno dulku. Avsak je to Cervené: je to
totiz aglutinace na nosici, nosicem je erytrocyt
Dnes se v tomto testu cervene krvinky nahrazuji

polycelulozovymi casticemi — muzete se pak setkat
se zkratkou TPPA




Demonstrace
TPHA
(www.medmicro.info)




Ukol 5a: protilatky precipitaci — RRR

» Detekujeme protilatky, které jsou
pozitivni u syfilis, ackoli to nejsou
protilatky proti 7reponema pallidum,
nybrz proti kardiolipinu (latka, ktera se
objevuje u syfilitikd)

o Opét pouze kvalitativné. Prvni dllek je

pozitivni kontrola, druhy negativni, pak
ma kazdy pacient (jen!) jeden dulek

» Smichame vzdy 0,05 ml séra + 0,05 ml
kardiolipinu




Demonstrace jiného typu precipitace
Tzv. mikroprecipitace v agaru dle Ouchterlonyho

Do ddlku uprostied = &
je nalita tekutina 2o
obsahujici antigen.
Ten difunduje |
agarem. Obsahuje-li |
serum protilatky, |
difunduji proti nému
a na jejich styku
vznikne precipitacni
linie.




Ukol 5b — prstencova precipitace
k detekci antigenu

e Do pasteurovych pipet zabodnutych
v plasteliné postupné nalévame:

1) zvireci sérum s protilatkami
2) Ctyri rlizné extrakty kmen(
e Pozitivita: prstenec na styku tekutin




Preji Vam
hezky zbytek -
dne...

Treponema pallidum, |
pUvodce s¥filis




