Bi7170c — Lékatska mikrobiologie, prakticka cviceni. Protokol k tématu PO7a

Téma P07a: Prehled nepfimého priikazu obecné a neprimého i primého

prikazu vira

K nastudovani: Najdéte si webovymi vyhledavaci (nejlépe anglicky) hesla: Sérologie, aglutinace, precipitace,
titr, komplementfixace, ELISA, imunofluoresncence

Poznamka: Jde o pouhy vytah z praktickych cviceni, ktera medici provadéji celkem Sest tydnd. Na druhou stranu
studenti je$té maji mozZnost si nékteré neptimé metody zopakovat naptiklad v nasledujicim tydnu.

Ukol 1: Piehled pojmii

Jeste pred zahdjenim praktického cviceni se seznamte s nésledujicimi pojmy. V prubéhu tvodniho vykladu si
k nim ptipadné dopisujte dalsi poznamky.

vyznamu tohoto pojmu). V zasad¢ existuji tfi moznosti jejiho vyuziti:

1) Priikaz protilatky ve vzorku pacienta (v naprosté vétsiné piipadi je timto vzorkem séra) pomoci
laboratorniho antigenu, ziskaného zpravidla z kmene mikroba. Ve vétSiné piipadii vnimame prukaz
protilatky jako nepiimy prukaz mikroba, tj. pomoci tohoto prikazu se snazime ziskat informaci o
predchozi pfitomnosti mikroba v organismu. Pouze v nékterych vyjime¢nych ptipadech jsou cilem
vySetfeni protilatky samotné (napiiklad u ASLO - antistreptolyzin O je protilatka proti
streptokokovému hemolyzinu, ktera je sama o sobé vyznamna, protoze jeji vysoka hodnosta predikuje
zvySené riziko revmatické hore¢ky nebo akutni glomerulonefritidy)

2) Prikaz antigenu ve vzorku pacienta (na rozdil od ptfedchoziho pfipadu je nutno pouzit vzorek
obsahujici hledané mikroby, napf. u stfevnich infekei stolici) pomoci laboratorni protilatky (diive
zpravidla zvifeci, dnes vétSinou monoklonalni ziskané riznymi biotechnologiemi)

3) Priikaz antigenu u kmene mikroba (antigenni analyza) se od ptedchoziho ptipadu lisi pouze tim, Ze
Jjiz nepracujeme s celym vzorkem, ale s ¢istym kmenem mikroba. S takovou antigenni analyzou jsme se
jiz setkali u serotypizace escherichii nebo salmonel.

Redéni geometrickou Fadou. V piipadé prikazu protilatek (nikoli ale antigeni!) je &asto dobré znét i kvantitu a
ne jen pritomnost/nepfitomnost protilatek. Kvantita se neméii v jednotkach jako mg/l ¢i mmol/l, ale je
definovana jako tzv. ,titr": nejvyssi fedéni, které stale jesteé dava pozitivni reakci. K tomuto ucelu je nutno
pripravit fadu stoupajicich fedéni vySetfovaného séra. Nejcastéji se pouziva fedéni s koeficientem 2. Postup: do
fady zkumavek nebo dtilka v mikrotitracni desticce si pfipravime urcité mnozstvi fediciho roztoku, poté do prvni
zkumavky/dulku pridame stejné mnozstvi séra (koncentrovaného nebo jiz predifedéného, naptiklad 1 : 5 ¢i 1 :
10), zamichame a polovinu vzniklé smési piemistime do druhé zkumavky/dilku, takto postup opakujeme, az na
konci polovinu smési pfemistime do desinfekce. Mtizeme také zacit az od druhé zkumavky/dilku, v tom piipade
nam prvni dulek zistava jako kontrola.

Poditani Fedéni v serologii. Z praktickych divodd (promyslete, pro¢) znamena v serologii fedéni ,,1 : 20 jeden
dil séra a devatenact dila fediciho roztoku, tedy dvacet dild celkem.

Titr protilatek je nejvyssi fedéni séra, v némz jesté zietelné probé&hla prislusna sérologicka reakce. Je pfitom
potieba si uvédomit, Ze méfeni titru je pii pouziti fedéni geometrickou zatizeno zna¢nou mirou nejistoty; pokud
se napiiklad zvysi titr z 1 : 20 na 1 : 40, jde ve skutec¢nosti o zménu pouze o jeden dilek nebo zkumavku, a tedy
mozny vliv nahodného vykyvu

Zména titru je pfi hodnoceni serologickych reakci vyznamnéjsi nez samotnad jeho hodnota, ktera mize byt
individualni. Vzhledem k vySe zminéné mife nejistoty se za naprosté minimum toho, aby se zména titru dala
povazovat za signifikantni, povazuje €tyinasobny vzestup €i pokles. Jesté vEtsi vahu ma pii porovnani dvou
vzorkl (s ¢asovym odstupem zpravidla dvou az tfi tydnti) takzvana serokonverze. Tento pojem znamend, Ze
v prvnim vzorku jesté protilatky nebyly zaznamenany, zatimco ve druhém jiz jsou. Bez ohledu na mnozstvi se
takovy vysledek povazuje za signifikantni.

Precipitace (sraZeni) je reakce protilatky a koloidniho antigenu. Pro jeji minimalni praktické vyuziti se s ni
v tomto praktiku nesetkate, ptikladem precipitace ale bude reakce RRR v nasledujicim praktiku.

Aglutinace (shlukovani) je reakce protilatky a korpuskularniho antigenu. Pojem ,,korpuskularni® znamena, ze
nepracujeme se samotnou molekulou antigenni determinanty, ale s celym mikroorganismem. Je také mozné
puvodné koloidni antigen navazat na vhodnou ¢astici — tuto variantu nazyvame aglutinace na nosicich.
Komplementfixace (KFR, reakce vazby komplementu) je zaloZena na poznatku, Ze jedna ze slozek imunity —
komplement — se vaze na komplex antigen-protilatka, ale nikoli na samotny antigen ¢i samotnou protilatku.
Z technickych dvodti vreakci zpravidla vyuzivame komplement morceci. Komplex antigen-protilatka-
komplement sadm o sobé zpravidla neni viditelny, proto vyuzivame indikatorovy systém, sloZeny z beranich
erytrocytll jako antigenu a krali¢ich protilatek proti beranim erytrocytim (zvanych amboceptor) jako protilatky.
Tento systém je v pfipadé vazby komplementu lyzovan. Indikatorovy systém se do reakce pridava az ve druhé
fazi. Pokud v prvni fazi z dGvodu pozitivity doSlo ke vzniku komplexu antigen-protilatka-komplement, je
komplement vyvazan a ve druhé fazi s indikatorovym systémem jiz nereaguje. Naopak pfii negativité reakce
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zustal komplement volny a reaguje ve druhé fazi. Dulezitou soucasti KFR je testovani, zda sérum neni
antikomplementarni — to by znamenalo, ze obsahuje slozku, ktera je sama o sob& schopna inaktivovat ¢i vyvazat
komplement. Testovani antikomplementarity se provadi tak, ze se provede kompletni KFR az na to, Ze se do
reakce nepiida antigen (plati pro pfipad, Ze jsme KFR pouzili pro prikaz protilatky).

Neutralizace se pouziva v pfipad¢, Ze antigenem je virus nebo bakterialni toxin, schopny néjakého viditelného
efektu pozorovatelného na bunce (virusneutralizacni text) ¢i cervené krvince (lyza krvinky u reakce ASLO,
shlukovani krvinek u hemaglutina¢n¢ inhibi¢niho testu — HIT). Je-li pfitomna protilatka, k pfislusnému efektu
nedojde, protoze toxin ¢i virus je touto protilatkou neutralizovan.

Reakce se znafenymi sloZkami vyuzivaji postupného navazovani na povrch, pricemz posledni slozka je
znacena a miize byt detekovana. Jedna slozka vzdy pochazi ze vzorku pacienta, ostatni slozky jsou laboratorni.
V ptipad¢ negativity slozka od pacienta chybi. Dulezitou soucasti vétSiny reakci se znaCenymi slozkami je
promyti, kdy dojde k odplaveni nenavazanych slozek. Pokud by nebylo provedeno promyti, reakce by byla
fale$né pozitivni, nebot’ znacidlo by nebylo odplaveno.

Konjugat je protilatka proti lidské protilatce (tj. lidska protilatka ve reakci s konjugatem antigenem). Je-li
soucasti reakce se znacenymi slozkami konjugat, umoznuje nam to prokazovat zvlast' jednotlivé tfidy protilatek,
protoZze muZeme pouzit rizné konjugaty (anti-IgM, anti-IgG, pfipadné anti-IgA).

Tridy protilatek jsou vyznamné pii posuzovani faze infekce. Pro aktivni fazi infekce je typicky nalez protilatek
IgM, pripadné (u infekci s vyznacnou slizni¢ni slozkou) také IgA. Naopak nalez 1gG bez IgM je typicky pro stav
po infekci prodélané kdysi (n€kdy i davno) v minulosti. Kromé téchto tii tfid existuji jeste téidy IgE a IgD, které
v mikrobiologii nemaji praktické uplatnéni.

Imunofluorescence je reakce, ve které je znaCenou slozkou fluorescenéni barvivo a detekce probihd ve
fluorescen¢nim mikroskopu. Neyhodou je pracnost, vyhodou je moznost pozorovani tvari mikrobt.
Radioimunoassay (RIA) je reakce, pii které je znacidlem radioizotop, detekovany ve scintigrafu.

Enzymatickd imunoassay (EIA, nejbéznéji ve varianté ELISA) je reakce, kde znacidlem je enzym. Nasledn¢
se pridava substrat, ktery s enzymem reaguje za vzniku barevného produktu. Barva dulku je umérna poctu
molekul, které reagovaly, a je mozno ji kvantifikovat tak, Zze se mikrotitracni desticka (ve které se reakce
zpravidla provadi) proméii pomoci spektrofotometru. Ciselnd hodnota absorbance zde tedy vypovidd o
mnozstvi molekul antigenu ¢i protilatky. Proto se v pfipad¢ vyuziti reakce ELISA sérum zpravidla ani v piipadé
nepiimého prikazu nefedi a ke kazdému vzorku séra ptinalezi jen jeden dilek v desticce (popiipadé jeden pro
IgM, jeden pro IgG, eventualné jeden pro IgA).

Imunoblotting je varianta EIA, kterd se vyuziva vyhradné k prikazu protilatky s tim, ze antigen je rozbit na
jednotlivé antigenni determinanty, které jsou nasledné elektoforeticky rozdéleny. Diky tomu, Ze se pracuje
s jednotlivymi determinantami, je imunoblotting piesnéjsi nez klasicka EIA.

Imunochromatografie nevyuziva promyti, namisto toho jednotlivé slozky putuji porézni vrstvou. V pifipadé
pozitivity dojde k navazani slozek a vzniku barevné rekéni linie. Vyhodou je jednoduché praktické provedeni,
takze test miZze byt proveden i pfimo v ordinaci nebo dokonce v domacim prostiedi pacienta. M4 Siroké pouziti i
mimo mikrobiologii (napiiklad t€hotensky test).

Virologicka diagnostika je dnes zalozena z naprosté vétSiny pravé na reakcich antigen-protilatka. Vedle nich se
vyuziva také reakci prikazu nukleové kyseliny. Vyjimeéné je péstovani viru na bunéénych kulturach, pokud uz
se pouziva, tak zpravidla v urychlené varianté ,,shells-vials®.

Poznamky:

Ukol 2: Aglutinace na latexovém nosi¢i ve sluzbach priikazu protilatek

Prohlédnéte si mikrotitracni desticku se séry, u nichz aglutinaéné¢ hledame protilatky proti Yersinia
enterocolitica. Jde o latexovou aglutinaci, pfi¢emz se testuji protilatky proti ttem rliznym antigentim, které jsou
odliseny i barevné.

Zapiste, zda jste zaznamenali néjakou pozitivni reakci a zda kontroly jsou v poradku.
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Ukol 3: Schematicka analyza KFR véetné testovani antikomplementarity

V nasledujicich schématech rozhodnéte, ve kterych piipadech ziistdvd po prvni fazi volny komplement
(zakrouzkujte co plati, skrtnéte, co neplati) a pfipojte slovni popis vysledku (hemolyza, sedimentace erytrocyti).
Poznamka: VSechna schémata se tykaji uziti KFR k prikazu protilatek.

LAB Ag = laboratorni antigen

PATIENT Ig = pacientova protilatka

C = komplement

Ery = berani erytrocyt

Amb = amboceptor (krali¢i protilatky proti beranim erytrocytiim)

ANTICOMPLEMENT = slozka zpusobujici antikomplementaritu séra

Popis situace 14 Komplement r Vysledek| Popis
1' faZC po 1. fazi 2 : faze vysledku
Pribéh
pozitivni KFR volny
vazany
Pribéh
negativni KFR volny
vazany
Test
antikomplementarity, volny
sérum je ) ol vazany*
antikomplementarni -y
*¢i znieny
Test
antikomplementarity, volny
sérum je vazany*
v poradku
*Ci zniCeny

Ukol 4: Stanoveni komplementfixa¢nich protilitek proti nejéast&j§im piavodcim

respiracnich nakaz, sledovani dynamiky protilatek

Odectéte titry KFR u jednotlivych pacientii. Vénujte pozornost kontrolam antikomplementarity séra v prvnim
dilku. Vlastni KFR zac¢ind od druhého diilku a pocatecni fedéni je 1:5 s koeficientem 2. Vysledek zakreslete,
zapiste titr a pokuste se o interpretaci nalezu.

Od kazdého pacienta byly ziskany dva vzorky (tzv. parové): prvni odbér probeéhl v dobé akutnich ptiznakd,
druhy v rekonvalescenci. Prvni vzorek byl uchovan v mrazni¢ce a oba pak byly vySetfeny paraleln€. Sledujte
data odbérti — tam, kde se ve zhruba dvoutydennim ¢asovém odstupu podaii prokazat alespon Ctyindsobny
vzestup titru protilatek, svéd¢i to pro pravé prob&hlé akutni onemocnéni.

Onemocnéni [l vzestup/pokles diagnosticky zaveér

I ||{COOO0OO0O00) [MTR=1:
1T || X OO0 TR = 1:
)\ X OO0 ) TR = 1:
I | OO0 TITR =1: |
L |00 TR = 1:
II CQOQOQOO TITR = 1:
1| OO00000 [MR=1:_ ]
I ||C X OO0 0 mTR=1:
L ||} OO0 ) [TITR = 1:
I [|[CX OO0 Mmr=1:
L[ O0O0OO0O00 [TmR=1:
I || OO0 mmR=1:
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Ukol 5: HIT — hemaglutina¢né inhibi¢ni test
Princip: Protilatky brani viru aglutinovat erytrocyty. Na desticce jsou vysetieny dvojice sér nékolika pacientt se
suspektni klistovou encefalitidou. Odectéte, zakreslete a vyhodnot'te.
TITR Vzestup/pok les 1 — kontrala antigenu

, (vyplite jenu | titru Qeolieraty || -, o e (normalni je
Pacient S S flee |l o[22 | o | pozitivhich sary Diagnosticky 23ver hemaglutinace)
Pozitivni kontrola n(_'] E’_‘Jmnm TITR=1: Je pozitivni kontrola pozitivni? ano - ne
Kamil 1 OOOOO:)OO TITR=1: 2 — kontrala krvinek

1T OOOOC}:}OO TITR=1: (nnrtnélnije
Laura (1 [COOOOO0O0O0) |ITR =1 nepfitomnast

IT TITR=1: he:maglutin:ace.-)w
Mil N TITR= 1 - Kantralyt. 2 w pofidku?
ena m TITR=1: an0 — ne
Nada |[CXX 0 X ) ) [TIMR=1:
I IOOOOOO0OO R =1

14000000002

Ukol 6: Pifima a nepfima imunofluorescence — porovnani
Posud’te snimek zachycujici pfimou imunofluorescenci v diagnostice syfilis a snimek zachycujici
imunofluorescenci neptimou, reakcei, ktera se nazyva FTA-ABS. Odpovézte na nasledujici otazku:

=

Wezorek

Je rozdil ve vzhledu pozitivni reakce pfimé a nepiimé imunofluorescence?

Ukol 7: Pfima a nepfima imunofluorescence — principy
Prectéte si popisky ke schématiim pfimé a nepiimé imunofluorescence. Cervené vybarvéte slozku ziskanou od
pacienta. Slozky dodané laboratofi necht b S

protildtka  proti  lidske
protildtce

|_antigen antigen

Ke vS§em ukoliim tykajicim se diagnostiky virovych Zloutenek

Odectéte vzdy vysledky vySetieni, nezapomente ovérit kontroly, pokuste se ucinit zavér, je-li to mozné.
Pracujeme s osmi pacienty — A, B, C, D, E, F, G, H. VSichni maji pfiznaky zloutenky, vSichni byli testovani na
markery hepatitid. Vysledky piste nejen k jednotlivym tkolim, ale i do tabulky v ukolu ¢islo 11 (jako + ¢i —).

Ukol 8: Diagnostika viru hepatitidy A(HAV)

a) vySetieni IgM: b) vySetieni celkovych protilatek:

Cut off = (C1 + D1) /2 Cut off = (C1 +D1) /2

Cut off = ( + )2 = Cut off = (0,425 + 0,422)/2 = 0,424

Vsechny kontroly jsou v poradku. Vsechny kontroly jsou v poradku.

90 % cut off 110 % cut off 90 % cut off 110 % cut off
0,382 0,466

Pozitivni pacienti: Pozitivni pacienti:

Hrani¢ni pacienti: Hrani¢ni pacienti:

Negativni pacienti: Negativni pacienti:

Ukol 9: Diagnostika viru hepatitidy B(HBYV)

a) vySetireni HBsAg: b) vySetieni HBeAg:

Cut off = 0,588 Cut off = 0,477
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Vsechny kontroly jsou v poradku. Vsechny kontroly jsou v poradku.

90 % cut off 110 % cut off 90 % cut off 110 % cut off
0,529 0,647 0,429 0,525

Pozitivni pacienti: Pozitivni pacienti:

Negativni pacienti: Negativni pacienti:

¢) vySetieni anti-HBs: d) vySeti‘eni anti-HBe:

Cut off = 0,348 Cut off = 0,820

Vsechny kontroly jsou v poradku. Vsechny kontroly jsou v poradku.

90 % cut off 110 % cut off 90 % cut off 110 % cut off
0,313 0,383 0,738 0,902

Pozitivni pacienti: Pozitivni pacienti:

Negativni pacienti: Negativni pacienti:

Poznamky k jednotlivym markertim hepatitidy B:

Ukol 10: Diagnostika viru hepatitidy C(HCV)
Ukol 10a) Polymerazova retézova reakce v diagnostice HCV
Vyhodnot'te vysledek PCR (gelové elektroforéza), zakreslete a vyhodnotte disledky

Obrazek: 1 = pozitivni kontrola O OK (pozitivni) O neni OK (negativni ¢i inhibice)
2 =vysledek pacienta A: 6 = vysledek pacienta E:
3 =vysledek pacienta B: 7 = vysledek pacienta F:
4 = vysledek pacienta C: 8 = vysledek pacienta G:
5 =vysledek pacienta D: 9 = vysledek pacienta H:
10 = negativni kontrola Q OK (negativni) O neni OK (pozitivni &i inhibice)

Ukol 10b) Priikaz protilatek anti-HCV metodou ELISA

Cut off = 0,392
Vsechny kontroly jsou v potfadku.

90 % cut off 110 % cut off

0,353 0,431

Pozitivni pacienti:

Negativni pacienti:

Ukol 11: Zavéreéné hodnoceni k tukoliim, tykajicim se hepatitid (8, 9 a 10)

Podle informace ucitele doplite dalsi poznamky ke svym pacientim. Poté se pokuste ucinit celkovy zaver.

Pac. HAV HBV HCV Dalsi  indicie | Zavér
IgM | TOT | HBs | HBe | a-HBs | a-HBe | PCR | Ig | (zkratte)

A

B
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G

H

TOT = total, HBs = HBsAg, HBe = HBeAg, a- = anti-

Ukol 12: Izolace viri na kuiecim zarodKku

Na obrazku a) v prvnim sloupci pridejte popisky k pFisluSnym strukturam. Do druhého sloupce zapiste
NEUZIVA SE, pokud se dana struktura neuZiva pro izolaci viru, UZIVA SE pokud se pouZiva a UZIVA SE —
POKY pro strukturu, na které n¢které poxviry a herpesviry vytvareji poky.

Na obrazku b) vpravo si prohlédnéte obrazek kufeciho embrya, kterému byl do amniové dutiny vpraven inkoust,
modelujici virus. Vlevo je nepodafeny vysledek, kdy se inkoust dostal do allantois.

Struktura Pouziva se k iz.?

Posledni ukol si pii nedostatku ¢asu muZete dodélat doma.

Ukol 13: Demonstrace rychlého priikazu viri — urychlené kultivace (technika shell-vials)
Prectéte si text o principu této metody a odpovézte na nasledujici otazky:

The shell vial technique is a variation on standard tissue culture in that it takes advantage of using a living cell system and enhances viral
recovery by centrifuging the clinical sample onto the monolayer. In this technique a small bottle (vial) with a removable round glass cover
slip is used to grow the cells as a monolayer on the cover slip.

Nowadays mixed cell types can be put in a single monolayer providing a variety of cell types for the virus to infect in a single vial. Once
these monolayers are ready to be inoculated, the growth medium is removed from the vial and the clinical sample placed directly on the
monolayer. The vial is then centrifuged, the clinical sample is removed and fresh growth medium is then added to the vial. Although the
vials can be kept until CPE occurs the CPE can't be seen unless the cover slip is removed from the vial. Usually it is possible, using this
technique, to identify the presence of a virus before CPE occurs. A description of how a clinical sample might be handled using the shell
vial method could go something like this. Let's say that the sample is from someone suspected of having a respiratory virus infection.
Three shell vials would be set up. After 48 hours of incubation, two of the vials would be used. The supernatants would be pipetted off
and saved. The glass cover slips would be washed gently and then fixed. One of them would be stained with a single reagent containing
influenza A and B. Differentiation between A and B would be done by tagging the antibodies with different fluorescent dyes. The other
cover slip would be stained for respiratory syncytial virus. The third vial is saved for staining at 72 hours for parainfluenza viruses. If the
cover slip stains positive for say influenza A the report is sent out as influenza A virus isolated. The supernatant from the original vial
(which should contain live virus, can then be re-inoculated into a fresh vial which is then sent off for typing of the influenza A virus.
(www.lhsc.on.ca/lab/MICRO/virology/vir_cult.htm)

Ktera procedura se pouziva, aby se viry z pacientova
vzorku pfimély k tomu, aby kolonizovaly kulturu?

Jak se u této metody rozezna, zda jde o virus chiipky
A, chiipky B ¢i RS virus?
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