Bi7170c — Lékatska mikrobiologie, praktické cviCeni. Protokol k tématu PO7a

Téma P07a: Pirehled nepiimého prikazu mikrobu

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

Poznamka: Toto téma navazuje na ,,Uvod do sérologie” z praktika P02. Nicméné jsou tu pro Giplnost zopakovéana
i ta fakta, ktera jiz byla uvedena v tomto praktiku.

Upozornujeme, ze jde o pouhy vytah z praktickych cviceni, kterda medici provadéji celkem Ctyfi tydny. Na
druhou stranu studenti je$té maji moznost si n¢které nepiimé metody zopakovat napfiklad v nasledujicich dvou
tydnech.

Ukol 1: Piehled pojmii

Jesté pred zahajenim praktického cviceni se seznamte s nasledujicimi pojmy. V prubéhu uvodniho vykladu si
k nim ptipadné dopisujte dalsi poznamky.

vyznamu tohoto pojmu). V zasadé existuji tii moznosti jejiho vyuziti:

1) Priikkaz protilatky ve vzorku pacienta (v naprosté vétSiné pfipadi je timto vzorkem séra) pomoci
laboratorniho antigenu, ziskaného zpravidla z kmene mikroba. Ve vétsin€ pripadii vnimame prukaz
protilatky jako nepfimy priikaz mikroba, tj. pomoci tohoto prukazu se snazime ziskat informaci o
predchozi pritomnosti mikroba v organismu. Pouze v nékterych vyjimecnych ptipadech jsou cilem
vySetfeni protilatky samotné (napiiklad u ASLO - antistreptolyzin O je protilatka proti
streptokokovému hemolyzinu, kterd je sama o sob&é vyznamna, protoZe jeji vysoka hodnosta predikuje
zvySené riziko revmatické horec¢ky nebo akutni glomerulonefritidy)

2) Prukaz antigenu ve vzorku pacienta (na rozdil od predchoziho pfipadu je nutno pouzit vzorek
obsahujici hledané mikroby, napt. u stfevnich infekci stolici) pomoci laboratorni protilatky (diive
zpravidla zvifeci, dnes vétS§inou monoklonalni ziskané riiznymi biotechnologiemi)

3) Priikaz antigenu u kmene mikroba (antigenni analyza) se od ptfedchoziho ptipadu li§i pouze tim, ze
jiz nepracujeme s celym vzorkem, ale s Cistym kmenem mikroba. S takovou antigenni analyzou jsme se
jiz setkali u serotypizaceescherichii nebo salmonel.

Redéni geometrickou iadou. V piipadé prikazu protilatek (nikoli ale antigenil!) je Gasto dobré znat i kvantitu a
ne jen pritomnost/nepfitomnost protilatek. Kvantita se neméii v jednotkdch jako mg/l ¢i mmol/l, ale je
definovana jako tzv. ,titr*: nejvyssi fedéni, které stale jesté 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 dulkd v mikrotitracni desticce si pfipravime urcité mnozstvi fediciho roztoku, poté do prvni
zkumavky/dilku pridame stejné mnozstvi séra (koncentrovaného nebo jiz piediedéného, naptiklad 1 : 5 ¢i 1 :
10), zamichame a polovinu vzniklé smési pfemistime do druhé zkumavky/dilku, takto postup opakujeme, az na
konci polovinu smési premistime do desinfekce. Mizeme také zacit az od druhé zkumavky/dilku, v tom ptipadé
nam prvni dilek zistava jako kontrola.

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

Titr protilatek je nejvyssi fedéni séra, v némz jesté zietelné probéhla pfislusna sérologicka reakce. Je ptitom
potieba si uvédomit, ze méfenti titru je pii pouziti fedéni geometrickou zatizeno zna¢nou mirou nejistoty; pokud
se naptiklad zvysi titr z 1 : 20 na 1 : 40, jde ve skutenosti o zménu pouze o jeden dilek nebo zkumavku, a tedy
mozny vliv nahodného vykyvu

Zména titru je pti hodnoceni serologickych reakci vyznamné&j$i nez samotna jeho hodnota, ktera mize byt
individualni. Vzhledem k vy$e zminéné mife nejistoty se za naprosté minimum toho, aby se zména titru dala
povazovat za signifikantni, povazuje ¢tyinasobny vzestup ¢i pokles. Jesté vétsi vahu ma pii porovnani dvou
vzorkil (s ¢asovym odstupem zpravidla dvou az tii tydnii) takzvand serokonverze. Tento pojem znamena, 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, pfikladem precipitace ale bude reakce RRR v nasledujicim praktiku.

Aglutinace (shlukovani) je reakce protilatky a korpuskularniho antigenu. Pojem ,.korpuskularni® znamena, zZe
nepracujeme se samotnou molekulou antigenni determinanty, ale s celym mikroorganismem. Je také mozné
puvodné koloidni antigen navdzat na vhodnou ¢astici— tuto variantu nazyvame aglutinace na nosicich.
Komplementfixace (KFR, reakce vazby komplementu) je zaloZzena na poznatku, ze jedna ze slozek imunity —
komplement — se vaze na komplex antigen-protilatka, ale nikoli na samotny antigen ¢i samotnou protilatku.
Z technickych divodi vreakci zpravidla vyuzivime komplement morceci. Komplex antigen-protilatka-
komplement sam o sob¢ zpravidla neni viditelny, proto vyuzivdme indikatorovy systém, slozeny z beranich
erytrocytl jako antigenu a krali¢ich protilatek proti beranim erytrocytiim (zvanych amboceptor) jako protilatky.
Tento systém je v pfipad¢ vazby komplementu lyzovan. Indikéatorovy systém se do reakce pridava az ve druhé
fazi. Pokud v prvni fazi z divodu pozitivity doSlo ke vzniku komplexu antigen-protilatka-komplement, je
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komplement vyvazan a ve druhé fazi s indikatorovym systémem jiz nereaguje. Naopak pfi negativit¢ reakce
zustal komplement volny a reaguje ve druhé fazi. Dilezitou 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 nepfida antigen (plati pro piipad, ze jsme KFR pouzili pro prikaz protilatky).

Neutralizace se pouziva v ptipad¢, Ze antigenem je virus nebo bakterialni toxin, schopny né&jakého viditelného
efektu pozorovatelného na bunice (virusneutralizacni text) ¢i Cervené krvince (lyza krvinky u reakce ASLO,
shlukovani krvinek u hemaglutinacné inhibi¢niho testu — HIT). Je-1i pfitomna protilatka, k ptislusnému efektu
nedojde, protoze toxin ¢i virus je touto protilatkou neutralizovan.

Reakcese zna¢enymi sloZkami vyuzivaji postupného navazovani na povrch, pricemz posledni slozka je znacena
a muze byt detekovana. Jedna slozka vzdy pochazi ze vzorku pacienta, ostatni slozky jsou laboratorni. V pripadé
negativity slozka od pacienta chybi. Dllezitou soucasti vétSiny reakci se znaCenymi slozkami je promyti, kdy
dojde k odplaveni nenavazanych slozek. Pokud by nebylo provedeno promyti, reakce by byla falesné 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 tiidy protilatek,
protoze miZzeme pouzit rizné konjugaty (anti-IgM, anti-IgG, pripadné anti-IgA).

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

Imunofluorescence je reakce, ve které je znacenou slozkou fluorescencéni barvivo a detekce probihd ve
fluorescenc¢nim mikroskopu. Neyhodou je pracnost, vyhodou je moznost pozorovani tvari mikrobu.
Radioimunoassay (RIA) je reakce, pii které je znacidlem radioizotop, detekovany ve scintigrafu.

Enzymaticka imunoassay (EIA, nejbéznéji ve variant¢ ELISA) je reakce, kde znacidlem je enzym. Nasledné
se pridava substrat, ktery s enzymem reaguje za vzniku barevného produktu. Barva dilku je tmérna 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 vypovida o
mnozstvi molekul antigenu ¢i protilatky. Proto se v pfipadé vyuziti reakce ELISA sérum zpravidla ani v ptipadé
nepiimého prikazu nefedi a ke kazdému vzorku séra piinalezi jen jeden dulek v desticce (poptipadé jeden pro
IgM, jeden pro IgG, eventualné jeden pro IgA).

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

Imunochromatografienevyuziva promyti, namisto toho jednotlivé slozky putuji porézni vrstvou. V piipadé
pozitivity dojde k navazani slozek a vzniku barevné reakéni linie. Vyhodou je jednoduché praktické provedeni,
takze test mize byt proveden i ptimo v ordinaci nebo dokonce v domacim prostiedi pacienta. Ma §iroké pouziti i
mimo mikrobiologii (naptiklad t€hotensky test).

Poznamky:

Ukol 2: Aglutinace na latexovém nosici ve sluZbach priikazu protilatek
Aglutinace je klasicka serologicka reakce, ktera se stdle jesté vyuziva v mnoha oblastech mikrobiologie. Ovsem
vzhledem k tomu, Ze si casto nemiizeme byt predem jisti povahou antigenu, casto pouzivame vhodny (napriklad
latexovy) nosic. V ramci dosavadnich praktickych cviceni se vyuzila napviklad:
a) k pritkazu antigenu ve vzorku — v minulém tydnu, Slo o pritkaz piivodcit meningitid ve vzorku likvoru
b) k antigenni analyze jiz cistého kmene — napriklad pri blizsim urceni non-A-non-B streptokokii (P02)
¢) a pravé nyni ji vyuzijeme i k priikazu protilatek, coz znamend, Ze zde nevyuzijeme laboratorni protildtku
(antisérum), nybrz naopak laboratorni antigen, a nebudeme ho smichavat se vzorkem ci kmenem, kde
predpokladame antigen, ale naopak s pacientovym sérem, kde predpokladame protilatky.

Prohlédnéte si mikrotitraéni desticku se séry, u nichz aglutinacné hledame protilatky proti Yersinia
enterocolitica. Jde o latexovouaglutinaci, pfi¢emz se testuji protilatky proti tfem riiznym antigentim, které jsou

odliSeny i barevné.

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

V nasledujicich schématech rozhodnéte, ve kterych pfipadech ziistaivda po prvni fazi volny komplement
(zakrouzkujte co plati, Skrtnéte, co neplati) a pfipojte slovni popis vysledku (hemolyza, sedimentace erytrocytl).
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 erytrocyttim)

ANTICOMPLEMENT = slozka zptsobujici antikomplementaritu séra

Popis situace 4 Komplement 4 Vysledek| Popis
1 . faZC po 1. fazi 2 : faze vysledku
Pribéh
pozitivni KFR volny
vazany
Prubéh
negativni KFR volny
vazany
Test
antikomplementarity, volny
sérum je vazany*
antikomplementarni
*Cl zniCeny
Test
antikomplementarity, volny
sérum je vazany*
v poradku
*C1 zniCeny

Ukol 4: Stanoveni komplementfixaénich protilitek proti nejéastéj$im puvodcim
respiracnich nakaz, sledovani dynamiky protilatek

Odectéte titry KFR u jednotlivych pacientii. Vénujte pozornost kontrolam antikomplementarity séra v prvnim
dilku. Vlastni KFR zacind od druhého dilku a pocatecni fedéni je 1:5 s koeficientem 2. Vysledek zakreslete,
zapiste titr a pokuste se o interpretaci nalezu (z technickych divodu je obrazek desticky a tabulka vysledkii na
dalsi strance protokolu).

Od kazdého pacienta byly ziskany dva vzorky (tzv. parové): prvni odbér probéhl v dobé akutnich piiznakd,
druhy v rekonvalescenci. Prvni vzorek byl uchovan v mraznicce a oba pak byly vySetfeny paralelné. Sledujte
data odbérd — tam, kde se ve zhruba dvoutydennim Casovém odstupu podafi prokazat alespon Ctyfnasobny
vzestup titru protilatek, svédci to pro praveé probehlé akutni onemocnéni.

Onemocnéni
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Ukol 5: HIT — hemaglutinaéné inhibi¢ni test
Princip: Protilatky brani viru aglutinovat erytrocyty. Na desticce jsou vySetieny dvojice sér n¢kolika pacientt se
suspektni klistovou encefalitidou. Odectéte, zakreslete a vyhodnot'te.

TITR Vzestupdpok les 1 — kantrala antigenu

, (ryplite jenu | titru geolieeaty || . L (normaini je
=l

Paciert & lpozitivhich s&r) Diagnosticky zaver hemaglutinace)

o | Y | P
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wzorek
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Ukol 6: Piima a nepifima imunofluorescence — porovnani
Posud’te snimek zachycujici piimou imunofluorescenci v diagnostice syfilis a snimek zachycujici
imunofluorescenci nepiimou, reakci, ktera se nazyva FTA-ABS. Odpovézte na nasledujici otazku:

Je rozdil ve vzhledu pozitivni reakce pfimé a neptimé imunofluorescence?

Ukol 7: Pfima a nepfima imunofluorescence — principy
Prectéte si popisky ke schématiim piimé a nepfimé imunofluorescence. Cervené vybarvéte slozku ziskanou od
pacienta. Slozky dodané laboratofi nechte nevybarvené.

protildtka  proti  [idské
protildtce

fluor. barvivo

protildtka
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