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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, aglutinace na
nosicich a komplementfixace




Pohadka

» Byl jednou jeden krveziznivy toxin, a ten
dostal chut’ na Cervenou krvinku

o Tento toxin meél ovSem zaroven vlastnost
antigenu, proti kterému se tvori protilatky

* A jak se tak ten toxin chystal rozbit
krvinku, postavila se pred nej protilatka,
navazala se na n€j a nedovolila mu
krvinku rozbit

» Cervena krvinka se radovala, a spolu se
sestrickami vesele sedimentovala na dno




Pouceni z nasi pohadky
» Dnes mame na programu neutralizaci

e Tato reakce se uplatni v pripadé virtt nebo
bakterialnich toxin{, které mohou byt
primo neutralizovany prislusnou
protilatkou

» Cela bakterie se zpravidla jen tak
jednoduse neutralizovat neda

» Vétsina aplikaci neutralizace je tedy ve
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virologii. Vyjimkou je vsak nejbeéznejsi
serologicka reakce vibec — reakce ASLO




Typy metod — opakovani

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

e Neprime metody: detekce protilatek
proti mikrobovi. Pozitivita = mikrob
potkal hostitele v minulosti (nevime,
zda pred 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, ktere vzbuzuji
v hostiteli antigenni odpoved’

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




Jak interakci VYUiit — opakovani

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

nebo kmen mikroba. % M/{/

Prima metoda

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

Neprima metoda




Interpretace - opakovani

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

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

— Mnozstvi protilatek (titr) a zejména zmena
tohoto mnozstvi (dynamika titru)

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

— Avidita protilatek (v praktiku se neprobira)




Dynamika titru -
Interpretace

zmenené opakovani

e Serokonverze je idealni pripad, kdy prvni
(,,akutni*) vzorek je odebran jeste pred
nastupem protilatkove odpovedi. V tom
pripadé staci, kdyz je druhy je pozitivni, bez
ohledu na vysi titru

e Zmena titru se tyka ostatnich pripadt. U
parovych ser se za signifikantni povazuje
zpravidla ctyrnasobna zmeéna (vzestup |
pokles titru)




Parova a neparova Sera opakovani

e Parova séra = prvni vzorek je
uchovavan v lednicce, dokud neprijde |
druhy. Pak jsou oba hodnoceny naraz.
4nasobny vzestup se v tom pripadé ma
za signifikantni pro akutni infekci.

e Séra nejsou parova (druhy vzorek je
vysetren zvlast): zvétsuje se riziko
nahodné, chyby, proto zpravidla
vyzadujeme 8nasobny vzestup titru




Neutralizacni reakce: obecny princip

e Protildtky funguiji nékolika zpUlsoby.
Jeden z nich je prima neutralizace.

e Tento zpUsob se zridka vidi u celych
bakterii. Pozorujeme ho u virll nebo
bakteridlnich toxind

Nicmenée nekdy protilatky neutralizuji i urcitou
charakteristiku cele bakterie, napr.

pohyblivost Treponema pallidum u tzv.
Nelsonova testu (TPIT).




Neutralizace schématicky

e Protilatka (Ig) brani efektu toxinu/viru
na bunku / krvinku

o Priklad: ASLO (Toxin = streptolyzin O,

Ig = antistreptolyzin O, krvinka)
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Priklady neutralizacnich reakci

Ukol Neutralizovan

1 | Toxin bakterie
(hemolyzin)

Objekt Reakce
Erytrocyt |ASLO

hemolyza

Erytrocyt HIT
shlukovani

Bunka efekt \VNT

metabolicky




Pred ukolem 1: Co je to antistreptolyzin O
a proC ho prokazujeme

e Po kazdeé streptokokove infekci se objevuiji
protilatky, vCetné protilatek proti
streptokokovému toxinu — streptolyzinu O.

» Nekdy se vsak stane, ze mnozstvi téchto
protilatek po infekci neklesa, naopak
stoupa. Protilatky se totiz vazou na nektere
struktury hostitelského organismu
(autoimunita), roztacejice ,bludny kruh®.

 V takovem pripade jsou tedy paradoxné
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nebezpecnejsi protilatky nez patogen, proti
kterému nas mely chranit.




Pamatujte:

e ASLO neni neprimy prtkaz, prestoze
hledame protilatky. Nepatrame tu po
patogenovi, urcujeme samotnée
protilatky, jez mohou byt nebezpecné

» Indikaci k vysSetreni ASLO je podezreni
na tzv. pozdni nasledky streptokokovych

infekci — akutni glomerulonefritida Ci
revmaticka horecka




Princip vysetreni
ASLO: neutralizace No

anflbodles
h I I l I . Ve ntistrepto- % pre"‘e"* In
e O yzy . lysine O Streptolysine

Vsimnete si, ze

v anglictine se
ASLO oznacuje
jako ASO. Zrada
je, ze zkratka
ASLO pritom take
existuje a oznacuje
stafylolyzin.

NO HAEMOLYSIS HAEMOLYSIS




Ukol 1: ASLO

» Princip: Protilatka blokuje hemolyticky efekt
toxinu (streptolyzinu O) na krvinku. Pozitivni je
tedy zabrana hemolyzy se sedimentaci krvinek
(podobné, jako u KFR, ale ze zcela jiného duvodu)

» Pozor! Véta z protokolu o dvou radcich a
pocatecnim redeni1:40a1: 60 NEPLATI.
Ve skutecnosti ma kazdy pacient jen jeden radek.
Taktéz neplati véta o tom, ze v prvnim
sloupci jsou kontroly.

* Panel se odecita nalezato. Obsahuje pozitivni
kontrolu a sedm pacientd.

o Titr nad cca 250 znamena riziko, ze pacient je
ohrozen pozdnimi nasledky streptokokové infekce.




Postup redéni séra — ASLO

Jinak obvykly postup (redéni geometrickou radou s
koeficientem 2) by byl v tomto pripade prilis hruby,
potrebujeme jemnejsi redéeni. Jde sice o geometrickou
radu, avsak s koeficientem pouze 1,2.

Hodnoceni vysledku ASLO




ASLO — vyhodnoceni ukolu

» Pozitivni kontrola je opravdu pozitivni

» Vysoke riziko pozdnich nasledkl je u
pacientt Cislo 3 a 4 (506, resp. 337 m. j.)

e Hranicni riziko je u pacienta ¢. 1 (225 m.
j.) a u pacienta ¢. 7 (180 m. j.)

» U ostatnich pacientt riziko prakticky
neni. Pacient Cislo 5 se dokonce vibec
nesetkal s prislusnym antigenem. Je-li
vysetrovan pro ,prodélanou anginu®, slo
nejspise o anginu virového ci jiného ne-
streptokokového ptivodu.




Ukol 2: HIT

» Hemaglutinacné Inhibicni Test

 Protilatka neutralizuje virové shlukovani krvinek
(in vitro vlastnost vétsiny virQ)

o Shluk krvinek (,,bramboroid") = negativni
vysledek. Sedimentace = pozitivni

o Ukol: Odectéte vysledky HIT u kli&tové
encefalitidy — Ctyri pacienti (K, L, M, N), u
kazdého akutni a rekonvalescentni sérum.

o Ucinte pravdépodobny zaver (akutni infekce?
Pouze pamétove protilatky? a podobné)

e V prvnim sloupci redéni 1 : 10




Zapamatujte si:

e HIT neni aglutinace, ale neutralizace viroveho
shlukovani krvinek

o HIT se lisi od reakce ASLO predevsim tim, ze
krvinky nejsou hemolyzovany, ale shlukovany.
Stejné je naopak to, ze specificka protilatka dokaze
prislusnému efektu zabranit

e HIT v Ukolu 2 je ,uz zase" klasicky neprimy prikaz
(na rozdil od ASLO)

Spravné mélo vyjit: jeden z pacientd je zrejmé akutné
nemocen, dva se s infekci setkali, jeden se
nesetkal. Vite, o které pacienty jde?




UkOI 3: VNT (neplette sito s TNT © )
o Virus Neutralizacni Test
e Bunecna kultura byva poskozena virem.

e Poskozeni virem = zména pH - zména
barvy ze zIluté na cervenou (pro
zapamatovani: bunky, zprznéenée virem, se
rdi, ac svemu nestesti nemohly zabranit)

 Jsou-li pritomny protilatky, mohou tomuto

zprzneni bunék zabranit. Bunky tedy
nemaji dlivod se rdit a zlstavaji zluté




VNT — praktické poznamky

» Cely panel patri vysetreni jednoho pacienta. Liché
radky = akutni serum, sudé = rekonvalescentni. Co
dva radky, to jeden coxsackievirus (B, az B)

e V prvnim sloupci je redéni 1 : 10

 V poslednim sloupci jsou kontroly. Je-li v tomto sloupci
Sest Zlutych a Sest Cervenych dulkd, je vSe v poradku

e Titr je urcen poslednim dulkem, ktery ma nezménénou
(zlutou) barvu

e Vyjde-li u dvou coxsackievirt signifikantni (alespon
ctyrnasobny) vzestup titrd, mdze sice jit o koinfekci,
pravdepodobnéjsi je vsak zkrizena reaktivita u toho
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Preji Vam hezky zbytek dne...
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