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Antigeny a protilatky

» Antigen (Ag) = makromolekula pochéazejici z ciziho
organismu — mikroorganismu, rostliny, zivoCicha. Ve
vzacnych pfipadech pochazi z téla vlastniho - vadne,
stare bunky.

» Mikrobialni antigeny = €asti mikrooganismu nebo jeho
produkty (napf. toxiny), které v hostiteli vyvolavaji
antigenni odpoved.

» Protilatka (Ab = antibody) = odpovéd na antigenni

vyzvu, vaze se specificky na antigen nekovalentni
vazbou. Bilkovina z rodiny imunoglobulinu.

» ZkFizena reaktivita = reakce Ab na Ag, ktery je pouze
podobny tomu, ktery vyvolal jeji tvorbu.



Metody prukazu mikroorganismu

» PFimy prukaz — nalezeni mikroorganismu ¢i jeho ¢asti
nebo produktu. Mikroskopie, kultivace, biochemicka
identifikace prukaz antigenu. Pozitivni nalez = agens je
pritomno nyni.

» Neprimy prukaz — detekce protilatek proti
mikrooganismu. Pozitivni nalez = agens bylo v
pacientovi pritomno v minulosti.

» Primy prukaz — reakce Ag s Ab - laboratorni Ab +
vzorek od pacienta Ci kmen mikroba.

» Neprimy prukaz — reakce Ag s Ab - laboratorni Ag +
sérum pacienta.



Neprimy prukaz - interpretace

» Pozitivni nalez Ab = pritomno agens - ale kdy?

» Mozno alespon odhadnout pomoci:
Mnozstvi protilatek (relativni — titr) a jeho zmény v Case
(dynamika titru — viz PQO7)
Trida protilatek — IgM/IgG (vice v P08)
(Avidita protilatek)

» Kvantitativni hodnoceni mnozstvi protilatky - redeni

séra (viz dale):

Reakce je pozitivni i po velkém redéeni pacientova séra =
velké mnozstvi antigenu.

Reakce je negativni po velkém redéni pacientova séra =
malé mnozstvi antigenu.



Neprimy prukaz - interpretace

» Akutni infekce: velké mnozstvi protilatek, prevazne tfidy
IgM, pfipadné IgM i IgG (obrazek — faze 1).

» Pacient po prodélané infekci: malé mnozstvi protilatek,
pouze IgG (imunologickd pamét) (obrazek — faze 2).

» Chronicka infekce: ruzné moznosti podle aktivity
infekce, mikrobialniho druhu apod.




Neprimy prukaz - interpretace

>

Casté pouziti tzv. parového séra = prvni vzorek je
uchovavan v lednicce, dokud nepfijde druhy vzorek (10 —
21 dni). Oba vzorky jsou pak hodnoceny najednou.
Ctyfnasobny vzestup mnozstvi protilatek = signifikantni
pro akutni infekci.

Neparova sera — druhy vzorek vysetren zvlast —
zvetsuje se riziko nahodné chyby.
Serokonverze — v prvnim vzorku protilatky nejsou (jeste

se nestihly vytvorit), v druhém uz jSOU Takovy dukaz je
cennéjSi nez ,dukaz Ctyfnasobkem®

V nékterych pripadech misto vzestupu prokazeme
pokles (= subakutni infekce).

Velikost titru rozhodneé neodpovida vyvoji klinickych
priznaku. Mnozstvi protilatek Casto vrcholi, az priznaky
Zmizi.



Nepfimy prukaz — dynamika titru

e 1-2:sérokonverze
e 3 —4: vzestup titru

* 5—6: pokles titru




Redéni séra: Geometicka rada

» Nejjednodussi zpusob fedéni séra je pouziti geometrické
rady s koeficientem dva.

» Vychozi je sérum neredene nebo predredené (napr. 1:5,
1:10, 1:20, 1:40 atd.) a v kazdém nasledujicim redeni
(=dulku) je dvojnasobné rfedéni oproti pfedchozimu
(napf. 1:10, 1:20, 1:40, 1:80...).

» Pozor na odlisnost v pocCitani biochemickem a
,serologickém®!

» Serologicky — 1:10 - 1 dil séra a 9 dilu fyziologického
roztoku.

» Biochemicky — 1:9 - 1 dil séra a 9 dilu fyziologického
roztoku.



Redéni séra: Geometicka rada

» Bez predredeni séra:
1 1:2 1:4 1:8
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Redéni séra: Geometicka rada

» S predredenim séra:
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Redeéni sera: Titr

» Princip reakce: po nafedeni séra pridame antigen.
» A) vysledek je viditelny hned

» B) vysledek je tfeba znazornit pridanim dalSich slozek
(Cerveneé Kkrvinky, komplement...)

» (Pro pripomenuti: komplement = viz dale)
» Titr = nejvyssi redéni, kde je jesté viditelna pozitivni
reakce.



Redeéni sera: Titr

» Pokud mame dve rady redeni, titr je nejvyssi redeni z
obou techto rad.

» Kdy titr neurCujeme:
Kdyz jde o prukaz antigenu.

Screeningove reakce — kvalitativni testy. Typicky napfiklad
testy v tehotenstvi — napfr. syfilis.



Precipitace a aglutinace — obecné

» Nejjednodussi serologickeé reakce — pouze Ag + Ab,
zadné dalsi slozky.
» 2 typy reakci:

Dukaz Ag pomoci zvifeci nebo monoklonalni Ab (=
vyrobenou klonalni populaci plazmatickych bunék).
Nezjistujeme titr.

Dukaz Ab laboratornim Ag. Zjist'ujeme titr.



Precipitace a aglutinace — obecné

» Precipitace: antigeny koloidni = ve formé izolovanych
makromolekul.

» Aglutinace: antigen korpuskularni = antigen je soucast
bunky mikroba = prace s celymi mikroby.

» Aglutinace na nosicich: izolované antigeny jsou
navazany na nosic (latex, erytrocyt, polyceluloza,
zelatina...)



Aglutinace - priklady

» Priklady aglutinace viz cvi€eni 5 — sledovani titru u testu
na pritomnost tularémie.

» Aglutinace na detekci protilatek proti yersiniim.

@ K+ pozitivni, titr =1 : 200

@ C. 1 negativni

@ C. 2 pozitivni, tit. > 1 : 400

@ C. 3 negativni

@ C. 4 pozitivni, titr= 1 : 200

1:800¢ HAglutinace
® Sedimentace volnych bakterii
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Aglutinace na nosicich - priklad

» Treponema pallidum pasivni hemaglutinace (TPHA) —
pozitivni reakce = vznik srazeniny, ,chuchvalce®,
negativni reakce = sedimentace Castic na dno dulku.

» Cervené zbarveni je dano pfitomnosti nosiée =
erytrocytu. Dnes erytrocyty Casto nahrazovany
polycelulézovymi Casticemi (=TPPA). &

®)| | |(®)




Aglutinace na nosicich - priklad

» Prukaz entoropatogenni E.coli - sklickova aglutinace k
antigenni analyze — bylo by nutné testovat 12 ruznych
Sér - proto pouzijeme nejprve polyvalentni séra:
nonavalentni serum obsahuje protilatky proti deviti
typum EPEC trivalentni sérum [V proti zbyvaJ|C|m trem
—> testovano vSech 12 serotypu. -

» Pozitivni reakce = tvorba vioCek. Pokud jedno z ze sér je
pozitivni = pouziti monovalentniho séra.

» Pozitivni reakce = tvorba vloCky v kapce.
» Reakce je antigenni analyza, neurCujeme titr.




Precipitace — priklad

» Reakce na syfilis — RRR (rychla reaginova reakce) —
detekce protilatky vyskytujici se charakteristicky u
syfilitiku — kardiolipin. Nejedna se o protilatky Treponema
pallidum.

» Kvalitativni reakce — 1. dulek = pozitivni kontrola, 2. dulek
= negativni kontrola, kazdy pacient ma jeden dulek —
0,05 ml séra + 0,05 ml kardiolipinu.

» DalSi testy na syfilis — na prukaz nespecifickych
antikardiolipinovych protilatek — VDRL (Venereal Disease
Research Laboratory) = precipitacni test na skliCku nebo
RPR (Rapid Plasma Reagin) = makroskopicka
vizualizace pomoci karbonovych ¢astic nebo pigmentu.



Precipitace - priklad

» Mikroprecipitace v agaru dle Ouchterlonyho - Do
dulku uprostred je nalita tekutina obsahujici antigen. Ten
difunduje agarem. Obsahuje-li sérum protilatky, difunduji
proti nému a na jejich styku vznikne precipitacni linie.




Precipitace - priklad

» Prstencova precipitace k detekci antigenu — do

Pasteurovych pipet zabodnutych v plasteliné postupné
nalévame:

1) zvireci serum s protilatkami
2) Ctyfi ruzné extrakty kmenu
» Pozitivita: prstenec na styku tekutin.




Komplement

» Komplement = slozka nespecifické humoralni imunity.
Slozity kaskadovity systém slozeny z asi 30 ruznych
proteinu. ZajisStuje opsonizaci, chemotaxi a protizanétlivé
reakce.

» Komplement neni schopen vazat se na samotny
antigen.

» Komplement neni schopen vazat se na samotnou
protilatku.

» Komplement je schopen vazat se pouze na KOMPLEX
obou.

» Pro KFR pouzivame morcéeci komplement. Pacientuv
komplement je pred reakci inaktivovan teplem.



Komplement
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Komplement fixacni reakce — KFR

» Sérum pacienta se smicha s laboratornim antigenem
(nebo, u prfimé KFR, se smicha pacientiv vzorek se
zvifecimi protilatkami).

» Prida se komplement. V pozitivhim pfipadé se navaze
(je schopen se navazat jen pokud se vytvoril komplex Ag-
l9)

» Ve druhe fazi pridame indikatorovy systém (berani
erytrocyty + amboceptor).

» Pozitivni reakce — indikator zustava nedotcen.

» Negativni reakce — dojde k hemolyze indikatoru.




Komplement fixacni reakce — KFR
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KFR - pouziti

» KFR Ize pouzit pro diagnostiku mnoha, zejména
virovych infekci

» Jako i jiné serologické reakce se KFR pouziva k prikazu
antigenu ¢i protilatky (v tomto praktiku pouze prukaz
protilatky).

» Laboratorni antigen konfrontujeme se sérem
pacienta (kde hledame protilatky).



KFR - problemy

» PFilis velké mnozstvi komplementu - faleSna
negativita.

» Re3eni: titrovat komplement. Pro reakci potfebujeme
mnozstvi morCeciho komplementu, které neni moc velké
ani malé. Proto zjiStujeme, jaké mnozstvi komplementu
hemolyzuje pracovni jednotku krvinek s
amboceptorem (hemolyticka jednotka).



KFR - problémy

» Néektera slozka séra sama o sobeé vyvazuje
komplement - faleSna pozitivita. ReSeni: Provést test
antikomplementarity, tj. vSe jako v normalni reakci, ale
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KFR - p¥iklad

» Atypicka pneumonie — muze byt zpusobena mnoha
ruznymi respiracnimi viry, ale i nékterymi bakteriemi
(Mycoplasma, Chlamydia).

» Nutno urcit agens — nasezeni / nenasazeni ATB terapie.
» Cela serologicka destiCka patfi jednomu pacientovi.

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

» Prvni sloupec je test antikomplementarity

» Nasleduje sedm redéni séra — ve druhém sloupcil:5a
pak geometrickou Ffadou s.koeficientem dva. Kromé viru
je ve skale | bakterie Mycoplasma pneumoniae.



KFR - p¥iklad

» Klistova encefalitida — opét testujeme protilatky:
v 1. radku je pozitivni kontrola
ve 2. a 3. fadku prvni pacient
ve 4. a 5. fadku druhy pacient
v 6. a 7. radku treti pacient

» Prvni z obou fadku vzdy odpovida akutnimu, druhy
rekonvalescentnimu vzorku séra.

» V prvnim sloupci jsou opet testy antikomplementarity,
nasleduje redéni geometrickou radou od fedéni 1 : 4.



KFR - p¥iklad

» Toxoplasmoza :
1. fadek destiCky — pozitivni kontrola.
2. — 7. fadek — 6 pacientu.

» V prvnim sloupci jsou opét testy

antikomplementarity, nasleduje fedéni geometrickou
radou od redéni 1 : 8. V tomto pfripade nesledujeme
dynamiku titru (kazdy pacient ma jen jeden radek).



Neutralizacni reakce

» Neutralizani reakce se uplatni v pfipadé virtl nebo
bakterialnich toxint, které mohou byt pfimo
neutralizovany prislusnou protilatkou.

» Cela bakterie se zpravidla jen tak jednoduse
neutralizovat neda.

» VétSina aplikaci neutralizace je tedy ve virologii.

» Vyjimkou je vSak nejbéznéjsi serologicka reakce vubec —
reakce ASLO.



Neutraliza¢ni reakce - princip

» Prima neutralizace — zridka kdy u celych bakterii
(vzacné to ale mozné je — napr. pohyblivost Treponema
pallidum u tzv. Nelsonova testu — TPIT), pozorovano u
virt nebo bakterialnich toxinu.

Neutralizovan Objekt Reakce

Erytrocyt  HIT

shlukovani

Bunka efekt \VNT
metabolicky




Neutralizacni reakce — ASLO

» Princip: Protilatka blokuje hemolyticky efekt toxinu
(streptolyzinu O produkovanemu beta-hemolytickymi
streptokoky skupiny A, C a G) na krvinku. Pozitivni je
tedy zabrana hemolyzy se sedimentaci krvinek
(podobné, jako u KFR, ale ze zcela jiného duvodu).

» Panel se odecita nalezato. Obsahuje pozitivni kontrolu
a sedm pacientu.

» Titr nad cca 200 znamena riziko, ze pacient je ohrozen
pozdnimi nasledky streptokokoveé infekce.

» Jinak obvykly postup (fedéni geometrickou radou s
koeficientem 2) by byl v tomto pfipadé pfrilis hruby,
radu, avSak s koeficientem pouze 1,2 (a to jeste
priblizné).



Neutralizacni reakce — HIT

» Hemaglutinacnée Inhibicni Test

» Protilatka neutralizuje virové shlukovani krvinek (in vitro
vlastnost vétsiny virt)

» Shluk krvinek = negativni vysledek. Sedimentace =
pozitivni

» Priklad pouziti: Muzeme odecist HIT u kliStoveé
encefalitidy — u kazdého pacienta akutni a
rekonvalescentni sérum.

» HIT neni aglutinace, ale neutralizace virového shlukovani
Krvinek.

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



Neutralizacni reakce — VNT

» Virus Neutralizacni Test

» Bunéc¢na kultura byva poSkozena virem - zména pH -
zmena barvy bunék ze zluté na Cervené.

» Pritomny protilatky = zabrani poskozeni bunék.

» Vyuziti u coxsackievirt:

» Cely panel patfi vySetfeni jednoho pacienta. Liche fadky = akutni
sérum, sudé = rekonvalescentni. Co dva radky, to jeden
coxsackievirus (B1 az B6):

V prvnim sloupci je fedéni 1 : 5, dale opét 1 : 10 atd.
V poslednim sloupci jsou kontroly. Je-li v tomto sloupci Sest Zlutych a
Sest Cervenych dulku, je vSe v poradku

» Titr je uréen poslednim dilkem, ktery ma nezménénou (zlutou)

barvu.

» Vyjde-li u dvou coxsackieviru signifikantnl (alespon Ctyrnasobny)
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Tridy protilatek

» IgM — tvofi se jako prvni, ale také jako prvni mizi.
Neprochazeji placentou — jejich nalez u novorozence je
sveédectvim jeho infekce.

» 1gG — tvofi se pozdéji a zustavaji jako imunologicka
pamét pritomny dlouhodobé. Prochazeji placentou
(novorozenec je tedy muze mit od matky).

» IgA — soucast sliznicni imunity (tam, kde je vstupem
infekce sliznice). U nékterych infekci se vysetruji namisto
IgM (napr. toxoplazmoza).

» IgE — alergie a infestace Cervy. Nestanovuje se
specificke IgE proti néjakému patogenovi.

» 1gD — v mikrobiologii se s nimi nepracuje.



Reakce se znacenymi slozkami - obecné

» Na povrch se postupné navazuji jednotlivé slozky.

» Misto jedné ze slozek se navaze vzorek od pacienta, o
kterém si myslime, ze danou slozku mozna obsahuje -2
pokud ji skuteCné obsahuje, dojde k navazani a vznikne
nepreruseny retézec.

» Na konci retézce je vhodna znacka.

» Pokud by v reakci zustalo pfitomno i to, co se na nic
nenavazalo, nedokazali bychom odlisit pozitivni reakci od
negativni - po kazdém kroku reakce nasleduje promyti,
po kterém zustanou pfitomny pouze slozky navazané na
pevny povrch

» Je-li Fetézec prerusen, odplavi promyti vSe za mistem
preruseni.



Typy znacek

» Fluorescencni barvivo — imunofluorescence.

» Radioizotop — RIA.

» Enzym — ELISA. Pri pouziti enzymu je nutno do reakce
pridat jeste substrat pro prislusny enzym.

» Western blotting — zvlastni druh reakce ELISA,
jednotlivée antigeny jsou rozdeleny eletroforeticky.



Imunofluorescence

» PFima imunofluorescence: (Povrch)-(antigen)-(znacena
protilatka)

» Neprima imunofluorescence: (Povrch)-(antigen)-
(protilatka)-(znaCena protilatka proti lidské protilatce)

» Povrchem pro pfipravu vzorku je ve vétSiné pfipadu
podlozni skliCko - Ize pak rovnou mikroskopovat a
vidéet tak i morfologii jenotlivych bunek.



Radioimunoassay - RIA

» Jedna se o velmi citlivou in vitro assay pro detekci
koncentrace antigenu za pouziti protilatek.

» Znamé mnozstvi antigenu je znaCeno radioaktivnim izotopy
jodu. Takto oznaCeny antigen je poté smichan se znamym
mnozstvim protilatky.

» Poté je pridano sérum pacienta, které obsahuje nezname

mnozstvi stejného antigenu - v jedneé smesi souperi o vazbu
na protilatku znacené (,hot“) a neznacené (,cold®) antigeny.

» Se zvysujici se koncentraci ,cold” antigenu dochazi k
nahrazovani vazeb ,hot" antigenu ,cold” antigeny.

» Navazaneé antigeny jsou poté separovany od nenavazanych a
je zmérena radioaktivita volnych antigenu v supernatantu.



ELISA

)

1)

2)

3)

4)

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay — kvantitativni
stanoveni Ag, vysoce specificka reakce. Na Ag Ci Ab je
kovalentné vazan enzym - katalyzuje chemickou
pfeménu substratu (zbarveni) - detekce
spektrofotometricky nebo fluorescencne. Koncentrace
produktu — umeérna koncentraci Ag nebo Ab ve vzorku.
Upevneno na nosici.

Slozky ELISA:

Antigen — detekovany v testovaném vzorku, znamy, komercné
pripravovany
Pr.otilétka — detekovand v testovaném séru, znama, komercéné
pripravovana

Konjugat — jedna se opét o protilatku proti protilatce (konkrétné
proti druhove specifickym imunoglobulinim prislusného izotypu,
na kterou je navazany enzym

Substrat — je chemicka latka, ktera reaguje s enzymem a tim
zmeni svou barvu



ELISA - usporadani slozek

» Povrch-antigen-protilatka-znacidlo (P)

» Povrch-protilatka-antigen-protilatkaznacdidlo (P, napf. prukaz
HBsSAQ)

» Povrch-antigen-protilatka-antigen-znacidlo (N)

» Povrch-antigen-protilatka-konjugat-znacidlo (N)

» Konjugat — u reakci nepfimého prukazu (prakaz protilatek).
Je to protilatka, pro kterou je antigenem lidska protilatka,
napf. IgM nebo IgG. Dokaze byt selektivni proti urcité tfidé
lidské protilatky. Pouziti konjugatu je tedy podstatou moznosti
selektivniho prukazu jednotlivych trid protilatek.

» Vyhody ELISA:

Nizké naklady a nulové radiani nebezpeli — vyhoda oproti
radioimunoassay.

Moznost automatizace a mensi naroky na odecitajiciho — vyhoda oproti
imunofluorescenci.



ELISA - praktické usporadani

» Zpravidla mame k dispozici desti€ku s jamkami. Na
rozdil od klasickych serologickych reakci ma kazdy
pacient nikoli cely radek, ale jen jeden dulek. To proto,
Zze nezjistujeme titry.

» Pfed vlastnimi dulky pacientt mohou byt dulky:

Bl — blank (pro kalibraci spektrofotometru)

K- a K+ — pozitivni a negativni kontrola

Cut off (c. 0., dva ¢&i tfi dulky) — ,odsekavaji“ pozitivni
vysledky bud ostfe, nebo s rozmezim plus minus 10 %)

» Vyrobce dodava ,vzorky“ s negativni (K-), pozitivni (K+)
a prave hranicni (c. 0.) hodnotou absorbance.



ELISA




ELISA - sendvicova

» Standardni sendvi€ova ELISA na zjiSténi koncentrace
antigenu:

navazani protilatky na dno zkumavky

pridani vzorku a inkubace — dochazi ke vzniku vazby
antigen-protilatka O S e
@

o O

[ ]
. ®
enzym

druha protilatka

odmyti nenavazaneho antigenu
pridani druhé protilatky, vazici stejny antigen, na ktere je
kovalentne pripojen enzym

iInkubace a odmyti nadbytecné protilatky s enzymem

pfidani substratu a prubéh enzymem katalyzované
reakce




Western blotting

)

1)
2)
3)
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Prakticky je to ELISA, ale smés antigenu je rozdélena
elektroforeticky na jednotlivé antigenni determinanty -
presnéjsi a vhodna v situacich, kdy klasicka ELISA
nestacCi — napr. zkrizeny pozitivita u pribuznych
mikroorganismu.
Pouziva se pouze k prukazu protilatky, ne antigenu.
Princip:

puvodni antigen (smés)

uvolnéni jednotlivych antigenu detergentem

elektroforetické rozdéleni antigen

Jpresati“ rozdélenych antigenu na nitrocelul6zu

reakce ELISA (pfitomny jsou jen nékteré protilatky)



Western blotting




Imunochromatografickeé testy

» Imunochromatograficke testy — zalozeny na navazovani
jednotlivych komponent podobné jako predchozi.

» Dulezitym rozdilem je, ze zde neni promyti.

» Nekteré komponenty jsou navazany na povrch na
urCitych mistech (testovaci a kontrolni misto), dalSi se
hned navazi na testovanou slozku a spolu s ni cestuji
porézni vrstvou. V pozitivnim pripadé je zpravidla
pozorovan prouzek u testu i u kontroly, v negativnim jen
u kontroly.



Imunochromatografické testy

amgen
Positive ik
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Samplngpad colloidal goid labeled antibody Anti-antigen antibody Anti-mouse IgG
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Sampiing pod colloidal gold labeled antibody Anti-antigen antibody Anti-mouse IgG




Imunochromatografické testy - princip

» V pozitivnim pripadé jsou nékteré znacené protilatky
navazany na antigen, a uchyti se v testovaci oblasti.
Nektere dalsi molekuly dojdou az do kontrolni oblasti.

» V negativnim pripadé vSechny znacené protilatky
prichazeji do kontrolni oblasti.

Testovaci Kontrolni
oblast oblast

v ¢ 4

Y protilatka { znadena protilatka
fixovana k + antigen
povrchu
A znadena protilatka proti
x X protilatka znacené
Y Y protilatce



Imunochromatografickeé testy — ne/vyhody

» Vyhody:
Velmi rychlé — desitky minut

Velmi jednoducheé — nékteré Ize délat pfimo u pacienta
DostateCné presné

Mnohouceloveé pouziti
» Nevyhoda: pomerne drahé



Viry - opakovani

» Nebunécné organismy (jsou zivé?), potfebuji pro svuj
rust a mnozeni jiné organismy.

» Viry délime dle typu nukleove kyseliny (DNA x RNA),
podle pocCtu vlaken nukleové kyseliny (ss+ x ss- x ds), dle
obalu (obalené x neobalené), dle hostitele (zooviry x
fytoviry x bakteriofagy), dle symetrie kapsidy (helikalni x
kubicka...).

» Virova Castice = virion (20-300 nm) — slozen z
nukleokapsidy (nebo jadra a kapsidy) a obalu (u
obalenych).



Viry hepatitid

» 5 hlavnich skupin:

VHA a VHE (pomucka: samohlasky) se prenaseji
fekalné-oralni cestou (ruce), neprechazeji do
chronicity

VHB, VHC a VHD (souhlasky) — pfenos krvi, popf.

sexualni (u VHC spiSe nevyznamny), mohou prechazet
do chronicity

» VetSina jsou RNA viry, ale virus hepatitidy B je DNA
Virus.



Viry hepatitid
Hepatitida Zarazeni

HAV Picornaviridae

HBV Zvlastni skupina
DNA virl

HCV (a HGV) Flaviviridae

HDV Delta agens —
viroid

HEV Pribuzny
kalicivirdm

Prenos
fekalné-oralni

sexualni, krvi

krvi

sexualni, krvi

fekalne-oralni




Hepatitidy

» Jde o infek€ni zanéty jater (lidové zloutenky).

» Pozor, ,zloutnuti® je mozné i u jinych onemocnéni, nez
jen u hepatitid — napr. obstrukce zluCovych cest kameny.

» Priznaky hepatitidy: horecCky, travici potize, mozné
zezlounuti bélimy ¢i kuze, zména barvy moce di stolice.

» NejzavazngjSi je zloutenka typu B — prechod do
chronicity (az moznost cirhdézy a karcinomu jater), mozny

pfenos ve zdravotnictvi (jiz ne ve vyspélych zemich),
problém narkomanie.

» Screening hepatitidy B se bézne provadi napr. pred
operacemi, v téehotenstvi atd.



Hepatitidy — prevence a lécba

» OCkovani proti hepatitidé B je nyni soucCasti
normalniho oCkovaciho kalendare.

» OCkovani proti hepatitide A je dostupné a doporucené
napr. | pfi cestach do jizni Evropy Ci severni Afriky. Mozné
| soucasné ocCkovani proti hepatitide A + B.

» U nékterych hepatitid se pouziva IéCba pomoci
interferoni

» Pouziti hepatoprotektiv — latky chranici jatra.



Virus HIV

vV VvV VvV V9V V9

Retrovirus — reverzni transkriptaze (prepis RNA do
DNA)

2 typy: HIV-1 a HIV-2 — HIV-1 zpusobuje vétSinu infekci
Prenos: krev, pohlavni cesta, kongenitalni prenos.
Moznost IéCby antiretrovirotiky — uCinnost omezena
Postihuje bunecnou imunitu.
Prubéh:

Nespecificka primarni infekce

Dlouhé obdobi latence

Generalizovana lymfadenopatie a vyvoj oportunnich
infekci (od této chvile iz rozvinuté onemocnéni AIDS)

Umrti nastava v dusledku oportunnich infekci a nadord.



Diagnostika viru

» Primy prukaz:

» Kultivace - izolace (virus se casto nepomnozi, jen
uchova zivy). Vyzaduje zivé bunky.

» Mikroskopie: elektronopticka spise pro vyzkum nez
pro béznou diagnostiku, ale i opticka k prukazu néceho,
co viry délaji in vivo Ci in vitro (inkluze, cytopaticky efekt)

» Biochemicka identifikace nepada v uvahu

» Pokus na zvireti zde splyva s izolaci viru

» Pritkaz DNA — u vir > u bakterii

» Pritkaz Ag ve vzorku — u virt velmi bézny



Diagnostika viru — mikroskopie

» Elektronova mikroskopie je vhodnak pozorovani
vétSiny viru. Je vSak velmi nakladna a neni vzdy
dostupna (= ne k rutinni diagnostice).

» Optickad mikroskopie se da pouzit:

K pozorovani cytopatickych efektt in vitro (fada rtiznych
vird).

K pozorovani bunéénych inkluzi in vivo (Negriho téliska
u vztekliny) — spiSe v ramci histologie nez mikrobiologie.
K pozorovani velikych vird (poxviry) — vyjimeéné, pro
praxi se nehodi.



Diagnostika viru - izolace

» Zvife se pouziva dnes jiz méné Casto. Klasickym zvifetem je
sajici mys.
» Vajec€ny zarodek je klasickou metodou
Amniova dutina — viry chfipky
Allantois — malo vyzivny, pouziti pfi vyrobé ockovaci latky (nejprve nutno
nékolik pasazi v amniu)
Zloutkovy vak — chlamydie
Chorioalantoidni membrana (pouze zde nékdy pozorovatelny vysledek —
tzv. poky; v ostatnich pfipadech neni vysledek izolace na zarodku viditelny)
— poxviry, herpesviry
» Bunééné kultury (kultury ,,nesmrtelnych® zvirecich ¢i
lidskych bunék — embryonalnich €i nadorovych): napfiklad
LEP, HelLa, opiCi ledviny a ruzné jiné. Nékteré (jen nékteré!)
viry délaji na bunécéné kultufe cytopaticky efekt (=morfologicky
zjevny ucinek pusobeni viru na buriku, vznik plakua).



Diagnostika viru — oplodnéné vejce

SH —
skorapkova
(papirova)
membrana

-"'-. : _'f"“:-_- AE I }T ¥
e il -

AM — amniovy vak, YS — zloutkovy vak, AL —
allantois

CH - chorioallantoidni membrana (CAM)




Diagnostika viru

» NepfFimy prukaz:
» KFR
» RUzné typy neutralizaci (HIT, VNT)

» V posledni dobe predevsim reakce se znacenymi
slozkami (hlavné ELISA)

» (Pozor! Ne vSe, kde se jako vzorek pouzije sérum, je
neprimy prukaz! U systémovych virdz je Casto agens
(nebo jen jeho antigen) v séru pfitomno, a pak se da
sérum pouzit i pro primy.)



Diagnostika hepatitid A, C, D, E

» HAV — stanovuje se metodou ELISA anti-HAV IgM s IgG,
nebo IgM a celkové protilatky

» HCV - stanovuje se IgM a IgG protilatky metodou ELISA,
dale se pouziva PCR

» HDV - prokazuje se delta antigen (HDAQ), protilatky
(anti-HD) &i virova RNA PCR

» HEV — prukaz IgM a IgG protilatek metodou ELISA, ve
vyzkumu je PCR



Hepatitida typu A - protilatky

Syrptoms / jaundice |- - - - -

Elevated transaminases |- - - - -

Virus in faeces |- - - -

YMraemia |- - - -

0 Z 4 = 3 10 12 14
Weeks after Infection

www-micro.msb.le.ac.uk/3035/HAV . html.



Diagnostika hepatitidy B

» Ve stredu virionu hepatitidy B je nukleokapsida, kde je
umisténa DNA a bilkoviny. Vyznamne jsou dvé drenove
bilkoviny, které maji povahu antigenu: HBcAg a HBeAg.

» Kromé toho ma virus obal, ktery je zCasti tvoren dalSim
antigenem: HBsAg.

» HBsAg je nadprodukovan, takze v krvi koluji i prazdnée
obaly.

» (Do prazdneho HBsAg muze proniknout také delta agens
— puvodce hepatitidy D.)



Diagnostika hepatitidy B — delta agens

» Delta agens je viroid, Castice s neurcitou virologickou
klasifikaci.

» MuZe infikovat Clovéka budto zaroven s virem hepatitidy
B (koinfekce), nebo nasledne po takove infekci
(superinfekce).

» Pritomnost delta agens podstatné zhorSuje prognozu
virové hepatitidy.



Diagnostika hepatitidy B

» HBV ma 3 vyznamné Ag:
2 v séru - HBsAg a HBeAg. HBsAQ se tvori v nadbytku,
takZe je ho vzdy v seru hodné, proto se hodi pro
screening.
» Protilatky naopak muzeme stanovovat proti vSem tfem z
nich: anti-HBs, anti-HBe i anti-HBc.
» Diagnostiku pfipadné doplni PCR, prukaz jaternich
enzymu a,.



Diagnostika hepatitidy B

Acute Hepatitis B Virus Infection with Recovery
Typical Serologic Course

Symptoms
HBeAg anti-HBe

Total anti-HBc

IgM anti-HBc /*"‘\anﬂBs

/

X
v c ER
12 16 20 24 28 32 36

Weeks after Exposure

pathmicro.med.sc.edu/virol/hepatitis-disease2.htm




Diagnostika viru HIV

» Prukaz protilatek proti obalovym glykoproteinum —
ELISA.

» Pozitivni vysledek - vzorek séra do referencni
laboratore - konfirmace vysledku pomoci dalsi ELISA a
Western blotting. Vysledek, pokud je potvrzen,
oznacovan jako ,,reaktivni® (nikoliv pozitivni).

» Primy prukaz |ze provadét pomoci PCR. Izolace viru je
dnes jiz mozna, ale velmi narocna a bézné se neprovadi.



Diagnostika viru hepatitid a HIV - praxe

» ACkoli nékteré reakce ELISA slouzi k prukazu antigenu a
jiné k prukazu protilatek, prakticky pristup je obdobny.

» Pocitani cut off: prumér dulku cut off, nebo prumér
negativnich kontrol + konstanta.

» Casto cut off 10 £ % = hraniéni hodnoty.

» V nekterych pripadech, zvlasté u diagnostiky VHA
nevysetfujeme protilatky IgM a IgG, nybrz IgM a celkoveé
protilatky. Je jasne, zZe negativni IgM a pozitivni celkové
protilatky prakticky znacCi pritomnost protilatek 1gG.

» PCR se pouziva hlavné u diagnostiky HCV, pripadné
HIV.



Anaerobni bakterie — rod Clostridium

» G+ tyCinky, relativné velké

» Sporulujici

» RuUst za anaerobnich podminek v prostredi s nizkym
redoxnim potencialem. Nékteré mikroaerofilni.

» Saprofyté stfev zvirat a Cloveka (ucCast na hnilobnych
procesech), spory v prostiedi (puda, bahno rybniku,
prach, na vegetaci).

» Malo patogennich druhu.

» Patogenni zpusobuji neurotoxikdzy, enterotoxikozy,
nekrotizujici infekce mekkych tkani.



Neurotoxicka klostridia — Cl. tetani

» Stihlé tyd&inky tvofici terminalné ulozené endospory.

» Soucast bezné mikroflory zvirat i Clovéka.

» Puvodce tetanu.

» Mikrob pfitomen v téle — zpusobi maly zanét, ale
,problémem” je az jeho toxin (tetanicky toxin) — Siri se
celym télem a zpusobuje stah svalu, ktery nemuze
relaxovat. Toxin blokuje inhibici motorickych neuronu
(brani uvolnovani mediatoru této inhibice).

» Klasické jsou kfe€e svalu (trismus = kfeCe zvykacich
svalu), typické je lukovité prohnuti téla = opistotonus.

» Ockovani proti tetanu je soucCasti hexavakciny,
preockovani jednou za 10 — 15 let.



Neurotoxicka klostridia — Cl. tetani

-t

ww2.bc.cc.ca.us



Neurotoxicka klostridia — Cl. botulinum

» Puvodce botulismu — obrny svalu (ne spasmy jako u
tetanu).

» Typy botulismu:

Kojenecky botulismus — toxin produkovan ve strevé
ditéte, C. botulinum se zde pomnozi

Traumaticky botulismus — infikovana rana

Alimentarni botulismus - z potravin, typicky uzeniny,
konzervy. Mikrob neni pritomen v tele, pouze jeho
botulotoxin. Pfiznaky: gastrointestinalni projevy,
rozostrené vidéni, ztizené polykani, poruchy artikulace,
zastava strevni peristaltiky, zastava moceni.

» Botulotoxin — neurotoxin, ktery zabrafuje uvolhovani
acetylcholinu do synapse a dochazi k pferuseni vedeni
vzruchu—-> paréza svalstva. Vyuziti v kosmetice — botox.




Histotoxicka klostridia — Cl. perfringens

» Dalsi Cl. novyi, septicum, aj.

» Infekce mékkych tkani — typicky podkozi, svalstva,
nekrozy kuze.

» V mistech, kde je malo okysliCena krev - vznik gangrén
(IéCba v hyperbarickych komorach).

» Typicke valeCné onemocneni.




Clostridium difficile

» Bézny vyskyt ve stfevech, infekce zpusobuje u pacientu
léCenych typicky Sirokospetrymi ATB (typicky napf.
linkosamidy) = vybiti bézné mikroflory a premnozeni
Cl. difficile — produkce toxinu.

» Nejprve zpusobuje prujmy, pokud neni |é€eno »>
pseudomembranozni kolitida (az ruptura streva).

» Lécba: chemoterapeutikum metronidazol, peroralné
vankomycin, transplantace stolice



Clostridium difficile

Toxiny Clostridium difficile
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Prehled klostridii

C. tetani Puvodce tetanu

C. botulinum Producent botulotoxinu

Clostridium perfringens, C. |Klostridia plynatych snéeti
septicum aj. (+ enteropatogenita)

C. difficile Enteropatogenni




Nesporulujici anaeroby + laktobacily

» Vyskyt jako bézna mikrofléra:
Tlusté strevo — 99,9 % vSech mikrobu, celkem az 1 kg
Usta — preziti diky biofilmu
Pochva — u asi 70 % zen, pfi pfemnozeni (=dysmikrobie)
se musi lecCit
Nékteré na kuzi
» Endogenni infekce — nezpusobuije je jeden
mikroorganismus, ale smes — nekdy nazyvana jako
,Veillonova mikroflora“.
» Muze zpusobovat napf. novorozeneckou pneumonii

(Bacteroides fragilis) nebo gingivostomatitis (Prevotella
gingivalis)



Prehled nesporulujicich anaerobu

Koky TyCinky
G+ | Peptococcus Propionibacterium™**
Peptostreptococcus | Eubacterium

G- | Veillonella

Fusobacterium, Leptotrichia*

Bacteroides, Prevotella,
Porphyromonas™*

*se zaspicatelymi konci
**s rovnymi konci tyCinky
***neni stoprocentni anaerob




Lactobacillus acidophilus

» ,Doderleinuv bacil®

» Robustni G+ tyCinky fermentujici substraty (glukoza,
laktoza) na kyselinu mlécnou (laktat).

A LD &4

stfevni mikroflory.
» Mikroaerofilni, ne anaerobni.



Vztah bakterii ke kysliku

Prostredi Normdlni |4 O, |T CO, |BezO,
Striktni aeroby

Fakultativ. anaeroby

Aerotolorantni bakt.
Mikroaerofilni bakt.

Kapnofilni bakterie

Striktni anaeroby

*V praxi nékdy vyrostou — béZné dosahovana anaerobidza neni dokonala

*¥*V praxi nékdy nevyrostou — béiné dosahovand anaerobidza neni dokonald. Takové
bakterie (EOS — Extremely oxygen sensitive) béZzné nelze kultivovat



Diagnostika anaerobu

» Mikroskopie: vétSi vyznam nez u aerobu, vzhledem k
morfologickeé ruznorodosti.

» Kultivace: nutno zajistit anaerobidozu pomoci
anaerostatu ¢i anaerobnich boxu. U tekutych pud
postacuje preliti parafinem. Pouziva se VL (viande
levure) bujon, VL krevni agar a rizné specialni pady. (U
Sv. Anny se pouziva misto VL bujéonu WCHA.)

» Biochemie: katalaza a oxidaza véetSinou negativni,
mozné vzajemne rozliseni biochemicky, i analyza plynu
chromatogafii (jsou biochemicky aktivni).

» Antigenni analyza a neprimy prukaz se v diagnostice
anaerobu pfrili§ nepouzivaji.



Anaeroby - odbér vzorku

» Upfednostnén je tekuty vzorek — napf. hnis, nejlepe
zaslany ve strikaCce s krytkou (po odstriknuti
prebytecného vzduchu). (Drive doporuCeny postup, kdy
se na strfikacce ponechala jehla a zabodla do gumoveé
zatky se jiz z bezpecnostnich duvodu nedoporucuje.)

» Vytér pouze v transportni pudé (napf. Amiesova).

» Je mozne domluvit naoCkovani vzorku primo, napr.
preoperacne.



Anaeroby — mikroskopie

Peptostreptococcus sp.

e Bacteroides fragilis
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Anaeroby - kultivace

» Anaerobni bakterie rostou ¢asto v drobnych,
nepravidelnych koloniich, které maji nekdy vybézkaté
okraje. Typicky je pro ne také znacny zapach.

» Aerobni kultivace na krevnim agaru umoznuje rust
striktné aerobnich a fakultativnhé anaerobnich bakterii.
Kdyz tu tedy bakterie neroste, avsSak roste na
anaerobnich pudach, je to striktni anaerob. Pro kultivaci

anaerobu pouzivame VL krevni agar (v praxi mu fikame
proste VL agar).



Anaeroby - kultivace — anaerobioza

» Mechanicky — VL bujony prelijeme parafinovym olejem

» Fyzikalné — v anaerobnim boxu se nahradi vzduch
smési anaerobnich plynu, vhanénych z bomby

» Chemicky — v anaerostatu se:
z organickych kyselin tvofi vodik a CO2
v druhé fazi na palladiovem katalyzatoru reaguje vodik s
kyslikem za vzniku vody, takZe se kyslik spotfebovava

] R

B
Mikrobiologicky tstay, foto 0.2.



Anaerostat — princip

Palladiovy kalalyzator
(pod vickem)
nezbytny pro
fazi reakce

druhou

Generator
anaerobiozy (sace
s chemikaliemi) nutny
pro celou reakci




Anaerostat — popis

sroubovaci Jzaver

tlakovy
ventbl ’&

vzduchotesné vicko

palladiovy katalyzator
(pod vickem)

konstrukce pro
ukladani Petriho misek

Generator anaerobiozy
(sdcek s chemikaliemi)




Anaeroby — morfologie kolonii

» Klostridia mivaji pomérné velké, nepravidelné, smrdutée
kolonie.

» Jiné anaerobni bakterie mivaji spise drobné kolonie.

» Nekteré anaerobni bakterie (Prevotella melaninogenica)
maji pigmentovaneé kolonie (Cerny pigment).

» Je potfeba pocitat s tim, Ze kultivace trva déle nez u
aerobu (2 dny az tyden, u nékterych jesté déle).



Anaeroby - biochemickeé testy

» ANAEROtest 23 Lachema.

» ZapiSeme vysledky jednotlivych reakci (,+“ nebo ,-“) a
spocitame oktalovy kod.

» Vysledek se urCi podle kddove knihy.

» POZOR — koédova kniha je rozdelena na nekolik casti

podle morfologie anaerobnich bakterii. Je tfeba hledat v
té spravné Casti kddove knihy.



Anaeroby - antibioticka citlivost

» Lekem volby u vétSiny anaerobu je klasicky penicilin.
Rezistentni je vSak rod Bacteroides (v uzSim slova
smyslu — rody Prevotella a Porphyromonas, které se z
néj kdysi odstépily, jsou citlive).

» Antibioticka citlivost se u anaerobu provadéla difuznim
diskovym testem (nikoli na MH, ale na VL krevnim
agaru), nyni se ale zpravidla pouziva E-test (hodnota
MIC se odecCita v misté, kde se krizi okraj zony s
testovacim prouzkem).



Anaeroby - detekce toxinu: prukaz
lecitinazy
» Tvorba lecitinazy se projevi precipitaci kmene na
zloutkovém agaru. Protoze vSak lecitinaz je mnoho a
nas zajima pouze lecitinaza druhu Clostridium

perfringens, provéfujeme, zda je lecitindza inhibovatelna
specifickym antitoxinem.

,Negativni I

vubec N
neprodukuje |} | p02|t|}m|'
lecitinazu. & hegativni |

,Negativni Il
produkuje, ale
nejakou jinou,
nez nas zajimé oulka s antitoxinem

negativni Il




Anaeroby - detekce toxinu: tetanicky a
botulicky

» Pokus na zvireti se pouziva u tetanu a botulismu.

» U tetanu se mysS sviji v kfeci, u botulismu jsou naopak
patrne parezy.

Tetanicka mys

microvet.arizona.edu



Anaeroby - detekce toxinu: Clostridium
difficile

» Imunochromatograficke testy — navazovani jednotlivych
slozek (stejny princip napr. tehotensky test).

» V pfipadé testovani kmenu Clostridium difficile
produkujicich toxin se na rozdil od nékterych jinych
pfipadu testuji paralelné toxiny A a B a navic jesté
antigen tohoto klostridia.

» Pozitivni toxin i Ag: viditelné teCky uprostred a dvé
carky.

» Pozitivni pouze Ag: teCky a jedna Carka vlevo.

» Negativni: pouze teCky (ty musi byt pfitomny vzdy).

» Pozitivni pouze toxin: teCky a jedna Carka vpravo -
nonsense!






