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Co Uz umime

e Umime pouzivat mikroskopii, kultivaci a
biochemickou identifikaci

* Vime, jak bojovat s mikroby pomoci
dekontaminacnich metod a
antimikrobialnich latek a umime
otestovat UCinnost téchto postupdll

» Vime, jak diagnosticky vyuzit reakci
antigenu s protilatkou, a vime, ¢im se lisi

precipitace, aglutinace a aglutinace
na nosicCich




Pohadka

Byl jednou jeden zvedavy hlidac v parku.

o Chtél védeét, jestli mladenec, ktery chodiva
do parku ve stejnou dobu jako jedna
sleCna, k té slecné patri

o Uvazoval nasledovné: v parku je jedina

lavicka. Pokud patri k sobg, tak si jisté na
lavicku sednou a budou se objimat

o Umistil proto na lavicku kudlibabky a rekl
si, ze pokud ti dva k sobe patri, nachytaji
na sebe pri objimani kudlibabky z lavicky.




Jak to ale poznat...

e ...kdyz mladenec i divka odesli jinym
vychodem?

 Hlidac si uvedomil, ze za chvili prijde na
navstévu jeho neter se svym pritelem. Jak

je zna, urcité se cestou zastavi u lavicky a
budou se objimat.

e Hlidac to vymyslel: pokud neter s pritelem
budou mit na sobe kudlibabky, pak je
nevychytala ta prvni dvojice — zadna dvojice
to nebyla. Pokud kudlibabky mit na sobée
nebudou, tak k sobé prvni dvojice patri.




Pouceni z nasi pohadky

e Dnes mame na programu
komplementfixaci, pomerne slozitou reakci.

» Nejenze ke zviditelnéni komplexu antigen-
protilatka pouzivame komplement, ale
navic jesté pridavame dalsi dve slozky —
tzv. indikatorovou dvojici.

» Tato dvojice je tvorena indikatorovym
antigenem (berani erytrocyty) a
indikatorovou protilatkou
(amboceptor = kralici protilatky proti
beranim erytrocytim).




Typy metod — opakovani

» Primeé 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 / mésici / 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 odpovéed’

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




Jak interakci vyuzit - opakovani

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 — doplnéné opakovani

 Prilkaz antigenu je prima metoda.
Pozitivni vysledek znamena pritomnost
mikroba v téle pacienta

e Prikaz protilatek je neprima metoda.
Jak odhadnout, kdy se mikrob s télem
pacienta setkal:

— Mnozstvi protilatek (titr) a zejmeéna zména
tohoto mnozstvi (dynamika titru)

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

— (Avidita protilatek)




1- akutni sérum

2 - rekonvalescentn|

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

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

Dynamika titru




ProC nestaci samotny titr ‘

» Nékdy se stane, = Velmi reaktivni

ze malo reaktivni pacient naopak i
pacient maiv dlouho po infekci
akutni fazi titr titr relativné

dosti nizky Vysoky
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Parova a neparova séra

e 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.

e Séra nejsou parova (druhy vzorek je
vysetren zvlast): zvétsuje se riziko nahodnég,
chyby, proto zpravidla vyzadujeme
osminasobny vzestup titru




Dynamika titru — dalsi aspekty

» Zvlastnim pripadem je tzv. serokonverze —
v prvnim vzorku protilatky nejsou (jesté se
nestihly vytvorit), v druhém uz jsou. Takovy
dbkaz je cennéjsi nez , dlkaz ctyrnasobkem"

» V nekterych pripadech misto vzestupu
prokazeme pokles (subakutni infekce)

» Velikost titru rozhodne neodpovida
vyvoji klinickych priznakd. MnoZstvi
protilatek casto vrcholi, az priznaky zmizi.




Priklady rtznych projevt dynamiky titru

e 1 — 2: serokonverze
o 3 — 4: vzestup titru
e 5 —6: pokles titru




Komplementfixace (KFR)

o Komplement = jedna ze slozek imunitni
reakce

e Pro KFR pouzivame morceci
komplement. Pacienttiv komplement je
pred reakci inaktivovan

o Komplement neni schopen vazat se na
samotny antigen

o Komplement neni schopen vazat se na
samotnou protilatku

» Komplement je schopen vazat se pouze
na KOMPLEX obou




Pouziti KFR

» KFR Ize pouzit pro diagnostiku mnoha,
zejména virovych infekci

» Jako i jiné serologicke reakce se KFR
pouziva k prikazu antigenu Ci protilatky

» Pro zjednodusSeni uvadime v tomto
praktiku pouze prtikaz protilatky

» Berme to tedy tak, ze mame laboratorni
antigen, ktery konfrontujeme se serem
pacienta (kde hledame protilatky)




Jak funguje komplement (Ukol 1)
Amboceptor = kraliCi protilatka proti
beranim erytrocytiim

1. Berani ery + amboceptor bez
komplementu = neni hemolyza

2. Berani ery + komplement bez
amboceptoru = neni hemolyza

3. Berani ery + komplement +
amboceptor = hemolyza

4. Kralici ery + komplement +
amboceptor - neni hemolyza




Titrace komplementu (Ukol 2)

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

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

o Prilis mnoho komplementu - falesna
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negativita (prilis mnoho kudlibabek >
zbude i na neter a jejiho pritele)




Titrace komplementu — vysledky

» Redéni moréeciho séra (pro nas je
zdrojem komplementu);
—1 : 32 = hemolyza
—1 : 36 = hemolyza
—1 : 40 = hemolyza
—1 : 44 = neni hemolyza
» Hemolyticka jednotka odpovida 1 : 40

o Abychom ziskali dvé jednotky, redime
séerum 1 : 20




Princip KFR (Ukoly 3 a, b)

antigen
antibody
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Probléemy s KFR
e PFilis mnoho komplementu - falesna

negativita. Co delat? Titrovat komplement
(viz Ukol 2)

o Néktera slozka séra sama o sobe vyvazuje
komplement (slozka antikomplementarity):
falesne pozitivni vysledky. Co délat?
Provést test antikomplementarity bez
antigenu (V pohadkovem pribéhu odpovida
bezdomovci, ktery zvali lavicku a sam na
sebe nachyta vsechny kudlibabky)




Test antikomplementarity (Ukoly 3c d)
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Ukoly 4: Respiracni patogeny

 Cela serologicka desticka patri jednomu
pacientovi.

e Mame Sest respiracnich patogend, kazdy je
ve dvou radcich (akutni vzorek a
rekonvalescentni).

 Prvni sloupec je test antikomplementarity

» Nasleduje sedm redéni séra — ve druhém
sloupci 1 : 5 a pak geometrickou radou
s koeficientem dva. Kromé virll je ve skale i
bakterie Mycoplasma pneumoniae




Ukol 5: Toxoplasmosa

 Desticka patri pozitivni kontrole a Sesti
pacientlm. Hledame protilatky proti
toxoplasmose. V tomto pripadeé
nesledujeme dynamiku titru, vypatrame
pouze hodnotu titru (bez dalsi
interpretace)

 V prvnim sloupci jsou opét testy
antikomplementarity, nasleduje redeni
geometrickou radou od redeni 1 : 8




Ukol 6: Kliétova encefalitida

o Opéet testujeme protilatky, tentokrat
proti klistove encefalitidé a tentokrat
opet jako parove.

 V prvnim sloupci jsou opét testy
antikomplementarity, nasleduje redeni
geometrickou radou od redéni 1 : 4
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