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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, komplementfixace a
neutralizace




Pohadka

Byl jednou jeden namornik, a ten mél na
palubé rlzné véci privazané, aby mu
neodplavaly. Dalekohled mel privazany
na zachranné kolo, to zase na
zachranny clun, a ten byl pripevnény
k palube. A tak to vydrzelo i nejvétsi viny.

 Jednou se na palubé objevila jeho zena.
Chtéla si vyzkouset zachranné kolo.

Odvazala z nej dalekohled a odvazala
ho z clunu.

 Prisla vina — a dalekohled uplaval.




Pouceni z nasi pohadky

» Reakce se znacenymi slozkami jsou zalozeny
na tom, ze po kazdém kroku reakce probiha
promyti

» Promyti odstrani vSe, co neni navazano

» Negativni reakce je takova, ve které chybi
jeden clanek retézce postupnée na sebe
navazanych slozek. Dalsi slozky uz pak
nejsou spojeny s povrchem, a tak jsou
pri promyti odstraneny.




Pro zopakovani

 Cilem mikrobiologickych metod je zpravidla
detekce patogena, popr. urceni jeho
citlivosti na antimikrobialni latky.

e Patogena urcujeme
— Primymi metodami
» detekce celého mikroba (jako morfologicke Ci
fyziologické jednotky)
» detekce jeho Casti (antigenu, DNA)
o detekce jeho produktu (napriklad toxinu)
— Neprimymi metodami: detekce protilatek




Vsechny sérologické metody
MUzeme vyuzit k prlkazu antigenu:
laboratorni protilatky (zvireci

+ vzorek pacienta LAB / LAB/(
+ -

nebo kmen mikroba. .

Anebo k prikazu protilatky:
laboratorni antigen (mikrobialni

+ sérum pacienta /
+ u -

(popt. sliny, likvor) |us




Interpretace — doplnéné opakovani

e Prlkaz antigenu je prima metoda (P).
Pozitivni vysledek znamena pritomnost
mikroba v téle pacienta.

e Prikaz protilatek je neprima metoda
(N). Jak u ni ale odhadnout, kdy se
mikrob s télem pacienta setkal:

— Zjisténi titru a urceni jeho dynamiky
(klasické metody)

— Trida protilatek: IgM/IgG, popr. IgA

— Avidita protilatek




Méjte

e Tam,

e U prii

sleduj

stale na paméti

kde prokazujeme antigen, je nesmyslné

hovorit o titrech, jejich dynamice, o tridach
orotilatek apod. Pokud kvantifikujeme, tak jen
oro odliseni pripadné falesSne, nespecifické
DOZItivity

kazu protilatek klasickymi metodami
eme titr a jeho dynamiku

e U rea
neurc

Kci se znacenymi slozkami zpravidla titr
ujeme. Misto toho zjist'ujeme pozitivitu

v tridach protilatek




Pribéh protilatkové odpovédi

» Protilatky IgM se tvori jako prvni, ale
také jako prvni mizi. Neprochazeji
placentou, jejich prtikaz u novorozence
je svedectvim jeho infekce

o Protilatky IgG se tvori pozd€ji a
zUstavaji jako pamét'ové pritomny
dlouhodobé. Prochazeji placentou
(novorozenec
je tedy muze
mit od matky)




Protilatky ostatnich trid

o Protilatky tridy IgA se u nekterych infekci
vysetruji misto protilatek IgM. Tato trida
se uplatnuje hlavné u slizni¢ni imunity, a
tedy u infekci, kde branou vstupu je
sliznice (napriklad gastrointestinalni)

o Protilatky tridy IgE se vyskytuji u alergii
a infestaci Cervy. Zpravidla se vsak
nestanovuiji specifické IgE proti
n€jakému patogenovi

o S protilatkami IgD se v mikrobiologii
nepracuje




Reakce se znacenymi slozkami

» Na povrch se postupné navazuji
jednotlivé slozky

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

 Je-li to pravda, slozka se navaze

e Pokud se vsechny slozky postupnée
navazou, vznikne nepreruseny retézec

» Na konci retezce je vhodné znacidlo




Promyti a jeho vyznam

e Pokud by v reakci zlistalo pritomno i to,
CO Se na nic nenavazalo, nedokazali
bychom odlisit pozitivni reakci od
negativni

e Proto po kazdém kroku reakce
nasleduje promyti, po kterém zlstanou
pritomny pouze slozky navazané na
pevny povrch

 Je-li retézec prerusen, odplavi promyti
vSe za mistem preruseni




Pribéh pOZitivnl' reakce (mosnost se tremi

slozkami — mohou byt jen dve)

Znacidlo,

| ktere je

| nakonec

| detekovano

Tretl slozka
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Prﬁbéh negativnl' reakce (mozZnost se tfemi slozkami)

Dulezité je promyti
— 00 KaZdém Kroku.
| Znacidlo, | Odstrani vse, co
POV neni navazano, tedy

detekove nakonec i znacidlo.

“"I'retl slozk

Chybl druha slozka (vzorek negatlvnl)

Prvn| slozka

povrch




Pribeh negativnl' reakce (moZnost se tfemi slozkami)

Po promyti zustava
navazana pouze
prvni slozka.

_RESN

povrch




Typy znacidel

» Fluorescencni barvivo je znacCidlem u
imunofluorescence

» Radioizotop je znacidlem u reakce RIA

e Enzym je znacidlem u reakce ELISA

— Western blotting je zvlastnim pripadem
reakce ELISA, kde jednotlivé antigeny jsou
elektroforeticky rozdéleny

Pouzivame-Ii jako znacidlo enzym, je posledni
slozkou pridanou do reakce jeste prisiusny
substrat — tedy jeden krok navic.




ELISA — proc je tak oblibena

» U reakce ELISA je na konci celeho
procesu enzymaticka reakce. Jeji
intenzita se projevi jednoduse:
intenzitou zbarveni v dllku, kde reakce
probiha. Syta barva = vysoce pozitivni.

e Nenarocnost z hlediska nakladd a
nulove radiacni nebezpeci je vyhodou
oproti radioimunoassayim

» Moznost automatizace je velkou
vyhodou oproti imunofluorescenci




ELISA — praktické provedeni

Zpravidla mame k dispozici desticku s jamkami. Na

rozdil od klasickych serologick{/ch reakci ma kazdy

pacient nikoli cer
oroto, ze nezjist'uj

e Pred vlastnimi dul
— Bl — blank (pro ka

radek, ale jen jeden dllek. To
eme titry

Ky pacientl mohou byt dilky:

ibraci spektrofotometru)

— K- a K+ — pozitivni a negativni kontrola

— Cut off (dva ci tfi dllky) — vyrobcem dodané , vzorky"

s prave hranicni hodnotou absorbance (,,odsekavaiji* pozitivni
vysledky bud’ ostre, nebo s rozmezim plus minus 10 %)
Vzdy zalezi na konkrétni reakci ELISA a jejim provedeni.
Nekdy chybi blank, nekdy neni cut off primo obsazen
v desticce, ale pocita se jako pridmeér negativnich

kontrol + konstanta.




ELISA — UkéZka (www.medmicro.info)




Western blotting

V7V

o Nazev — slovni hricka (badatel Southern)

o Prakticky je to ELISA, ale smés antigenli
je rozdélena elektroforeticky na
jednotlivé antigenni determinanty

 Je tedy presnejsi a pomaha zejména
tam, kde klasicka ELISA troskota na
zkrizené pozitivité napr. pribuznych
mikroorganismu




Western blot — vzhled

(obrazek z www.medmicro.info)
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Moznosti usporadani slozek
bledémodre 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 protilatka namirena proti
lidske protilatce




Vyznam konjugatu

o Konjugat se pouziva zpravidla u reakci
neprimého prikazu (prtkaz protilatek)

» Je to protilatka, pro kterou je
antigenem lidska protilatka napr. IgM
nebo IgG

o Dokaze byt selektivni proti urcité tridée
lidskeé protilatky

» Pouziti konjugatu je tedy podstatou

moznosti selektivniho priikazu
jednotlivych trid protilatek




ELISA k detekci
protilatky:

1. Pozitivni
(hleda se IgM,
IgM pritomna)

VSechny slozky
se postupné
navazuiji. Dojde
k enzymatické
reakci — zmeéneé
barvy v dilku




ELISA k detekci
protilatky:

2. Negativni I
(hleda se IgM,
zadné protilatky)

V séru pacienta
nejsou protilatky.
Konjugat je
odplaven, v dulku
neni zadna zmena.




ELISA k detekci
protilatky:

3. Negativni II
(hleda se IgM,
pritomny IgG)

V séru pacienta jsou
jen IgG protilatky.
Konjugat je
odplaven, ke zmeéné
barvy dilku nedojde
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PFima imunofluorescence
» (Povrch)-(antigen)-(znacena protilatka)
Neprima imunofluorescence

» (Povrch)-(antigen)-(protilatka)-(znacena
protilatka proti lidské protilatce)
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Ukoly 1 a 2 schematicky
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A: Treponema pallidum — od pacienta

B: Znacena protilatka proti Treponema pallidum

C: Treponema pallidum — z laboratore
D: Protilatka proti Treponema pallidum — od pacienta

E: Znacena protilatka proti lidské protilatce




Ukol 3: ELISA, prikaz antigenu

» U reakce ELISA je na konci celého
procesu enzymaticka reakce. Jeji
intenzita se projevi intenzitou zbarveni
v dilku, kde reakce probiha

o Intenzitu zbarveni Ize mérit
spektrofotometricky

» Za pozitivni se povazuji hodnoty vyssi
nez referencne dany tzv. ,cut off"

» V nasem pripadé se cut off pocita jako
e (A1 +B1 +C1)/3 + 0,050




Ukol 4: ELISA, prikaz protilatek

e U neprimého prikazu reakci ELISA se
zpravidla hodnoti zvlast’ protilatky IgM a IgG

e V daném pripadé se misto IgA pouziva IgM

e Za pozitivni se opét povazuji hodnoty vyssi
nez referencne dany tzv. ,cut off"

» V nasem pripadé se cut off pocita jako

(B1 + C1)/2 + 0,320 v pripade IgA, resp.
(B3 + C3)/2 + 0,320 v pripade I1gG

 Vysledky mezi 90 % a 110 % cut off se
hodnoti jako , hranicni®, pod 90 % jako
,negativni™, nad 110 % jako , pozitivni"




Ukol 5 — Western blotting

 Jsou-li pritomny alespon dva specificke
pruhy (zvyraznéné na Sablong) >
hodnoti se jako pozitivni
o Vyjimky:
— u IgG stadi, je-li pozitivni jen VIsE (je
vysoce specificky)
— u IgM stadi, je-li pozitivni jen ospC (je
vysoce specificky)
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Preji Vam hezky
zbytek dne...

(Obraz s nazvem
Protilatka)

www.twitchfilm.net/archives/003401.html




