Mikrobiologicky ustav uvadi

NA STOPE PACHATELE

Dil paty A:
Neprimy prukaz mikrobu

Autor prezentace: Ondfej ZahradniCek (kontakt:
zahradnicek@fnusa.cz). K praktickému cviceni pro Bi7170c



mailto:zahradnicek@fnusa.cz

Hlavni obsah

Dynamika titru, KFR a neutralizace

Reakce se znacenymi slozkami




UVOD
PRECIPITACE
AGLUTINACE



Obsah této casti prezentace




Pohadka

* Bylo jednou jedno malé dité, a tomu maminka
koupila hracku, aby se naucilo poznavat tvary.

* Hracka byla plastova desticka s dirami rtiznych
tvaru, a k tomu tvary, co patrily do téch dér.

* Jednou dité rvalo, protoze mu cosi neslo.
Maminka pribéhla: , Ale, dité, nemuzes rvat
ctverecek do diry pro kolecko!” Podivej,
kolecko patri sem, ¢tverecek tam.



Jenze o par dni pozdéji...

e ...prisla maminka k ditéti do pokoje, a vidéla, ze
se ditéti podarilo narvat kolecko do diry pro
sestiuhelnicek.

* | uvédomila si maminka, ze pravidla sice plati,
ovsem existuji z nich obcas i vyjimky

e | v prirodé prece plati — pokud ma urcity tvar
svUj protitvar, stane se obcas, ze se da
dohromady i dvojice, ktera k sobé pluvodné
neméela patrit.



Pouceni z nasi pohadky

* Mikroby (ale i treba rostliny a zZivoCichové) maji na
povrchu svych bunék antigeny. Kdyz se setkaji s nasim
télem, zaCne nase télo tvorit protilatky, které jsou vuci
témto antigenum specifické.

e Specificnost ma ovsem své meze. Nekdy existuje zkrizena
reaktivita, kdy protilatka reaguje i s antigenem, ktery je
jen podobny tomu, ktery vyvolal jeji tvorbu

Nekdy se take tvori protilatka proti urcité latce, ktera neni
soucasti mikroba, ale pri infekci se uvolnuje napriklad ze
steny cév. Nicméne vetsinou prokazujeme protilatky
proti urcitemu mikrobu.



Antigen a
protilatka



Antigen a protilatka

Antigen = makromolekula pochazejici z ciziho organismu:
rostliny, mikroba, jiného zivocicha. (Anebo sice z
organismu vlastniho, ale v tom pripadée je na povrchu
bunék prestarlych ¢i vadnych.)

V mikrobiologii nas zajimaji mikrobialni antigeny = ¢asti
nebo produkty* mikrobialniho téla, které vzbuzuji
v hostiteli antigenni odpovéd

Protilatka = imunoglobulin, tvoreny v téle hostitele
(Cloveka, ale také zvirete) jako odpovéd na antigenni
vyzvu

*napriklad toxiny bakterii



Metody Iekarské mikrobiologie a
jejich interpretace

* Primé metody: detekce mikroba, jeho casti nebo
produktu. Priklady: Mikroskopie, kultivace,
biochemicka identifikace, priikaz antigenu.
Pozitivita = je jisté, Ze agens je NYNI pfitomno.

* Neprimeé metody: detekce protilatek proti
mikrobovi. Pozitivita = mikrob potkal hostitele
v minulosti (nevime, zda pred tydny / mésici /
roky)



Dva zpusoby, jak vyuzit interakci
mezi antigenem a protilatkou:

* Prukaz antigenu: laboratorni // /

protilatky (zvifeciho plivodu ¢ ze —= / LBy /
specialni bunécné linie) + vzorek 4= K
pacienta nebo kmen mikroba.

* Prima metoda

* Prukaz protilatky: laboratorni
antigen (mikrobialni) + sérum

(vyjimecné sliny, likvor) pacienta //
B+ K-

* Neprima metoda




Jesté mame dva podtypy prukazu

antigenu:
Primy prukaz antigenu ve Antigenni analyza: ze vzorku
vzorku: pracujeme s celym jsme uz izolovali kmen a
vzorkem a hledame antigen. zkoumdame jeho
Priklad: pracujeme antigen(y).

s mozkomisnim mokem a
hleddame v ném typické puvodce
zanétu mozkovych blan (resp.
jejich antigeny)

Priklad: mame jiz
vypestovany kmen
meningokoka a chceme
veédet, ke kterée
seroskupiné (B ¢i C) patri.
(Zpravidla se pouziva

uvnitr bakterialniho
druhu.)



Interpretace
prukazu
protilatek



Interpretace

* Prukaz antigenu je prima metoda. Pozitivni
vysledek znamena pritomnost mikroba v téle
pacienta

* Prukaz protilatek: je to neprima metoda.
Nicméné jsou zpusoby, jak alespon odhadnout,
kdy priblizné se mikrob s téelem pacienta setkal:
— Mnozstvi protilatek (relativni — titr) a jeho zmény

v Case (dynamika titru)
— Trida protilatek: IgM/IgG
— (Avidita protilatek)



Jak interpretovat neprimy prukaz

* Akutni infekce: velké mnozstvi protilatek, prevazne 1
tridy IgM, pripadné IgM i IgG

* Pacient po prodélané infekci: malé mnozstvi protilatek,
pouze IgG (imunologickd pamét) 2

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




Jak proveést reakci , kvantitativhe® .

* Je velmi tezkeé zjistit koncentraci protilatek
proti konkrétnimu antigenu (ne tedy celkové

mnoZstvi imunoglobulint) v jednotkach mol/I,
mg/l apod.

* Ale da se délat jina véc: mnohonasobné redit
pacientovo sérum.
— Reaguje-li i po mnohonasobném redéni -
- v séru je velké mnozstvi protilatky

— Reaguje jen pfi nevelkém ziredéni séra 2>
— v séru je jen malé mnozstvi protilatky



Geometricka
rada a pocitani
titru



Geometricka rada

* Technicky nejjednodussi zpusob, jak redit
sérum pacienta, je pouziti geometrickeé rady
s koeficientem dva.

* Vychazime z neredéného séra, nebo ze séra o
urcitém predredéni (napr. 1:5,1:10,1:50
nebo podobné)

* V kazdém pripade plati, ze v kazdém dalsim
dulku je dvojnasobné redéni oproti
predchozimu, napriklad tedy rada 1 : 10, 1 : 20,
1:40,1:80,1:160..



Pocitani redéni v serologii

Pozor, v serologii napr. redeni 1 : 4 znamena
jeden dil séra a tri dily fyziologického roztoku
(tj. ctyri dily celkem)!

Pri ,,biochemickém® pocitani (poCet dilu séra
ku pocCtu dilu diluentu) bychom nase
geometricke rady museli znacit napr. 1 : 9,
1:19,1:39,1:79 (namisto 1:10, 1: 20,
1:40,1:80). To by bylo znacne neprakticke.



Geometricka rada: jak ji udélat
a) bez predredéni puvodniho séra
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Samozrejme, predredéni nemusi byt zrovna 1 : 100, muze
to byttreba1:5,1:10,1: 20 Cijakékoli jiné.



Priprava geometrické rady

Predpokladejme pro jednoduchost, ze
vychazime z neredéného vzorku séra

V prvni zkumavce smichame se stejnym
objemem diluentu (fyziologicky roztok), -
redenil:2

Polovina smési z redéni 1 : 2 je premisténa do
dalsi zkumavky a smichana s opét stejnym
mnozstvim diluentu > 1: 4

Jedna polovinaz1:4 ... > 1:8

Atd., atd.



Titr

Po naredéni séra pacienta pridame antigen
V zavislosti na konkrétnim typu reakce bud’
primo vidime vysledek reakce (aglutinat,
precipitat), nebo ho musime znazornit

pridanim dalsich slozek (napr. komplementu,
cervenych krvinek apod.

V kazdém pripadé lze nakonec néjak odlisit
pozitivni a negativni vysledky reakce
Nejvyssi redeni, kde jeste vidime pozitivni
reakci, se nazyva titr.



Urceni titru

+ +

Titr — nejvyssi redéni, kde je pozitivni reakce.
Mame-li dve rady, je titrem nejvyssi redeni
z obou rad dohromady



Ne vzdy potrebujeme titry! .

* Titry nikdy neuréujeme, pokud jde o prukaz
antigenu

* Nékdy ale neurcujeme titry, prestoze pujde o
prukaz protilatek: jde totiz o screeningové
reakce

* Priklad: Kazda tehotna Zena se vysetruje, nema-
li nahodou syfilis. Prvni testy jsou screeningoveée
a provadeji se jen jako kvalitativni. \/sechny
pozitivni nebo i pouze podezrelé reakce se overuji
specifictéjsimi, tzv. konfirmacnimi reakcemi.



Aglutinace a
precipitace:
prehled



Precipitace a aglutinace — spolecné

* Precipitace a aglutinace jsou dvé nejjednodussi
serologickeé reakce, kde pracujeme opravdu jen
s antigenem a protilatkou bez dalsich slozek

* Budto tedy dokazujeme antigen zvireci (Ci
monoklonalni*) protilatkou, nebo protilatku
laboratornim antigenem

* Pouze ve druhém pfipadé zjistujeme titry!

*vyrobenou klonalni populaci plazmatickych bunek



Precipitace, aglutinace, aglutinace
na nosicich

* Precipitace: Antigeny jsou ve forme
izolovanych makromolekul (jde tedy o koloidni
antigen)

* Aglutinace: Antigen je soucasti bunky mikroba
(pracujeme tedy s celymi mikroby, fikame, ze
antigen je korpuskularni)

e Aglutinace na nosicich: PUvodné izolované
antigeny jsou navazany na cizi castici — nosic
(latex, erytrocyt, polycelul6za)
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Aglutinace na nosicich .




Aglutinace:
priklady reakci



Prukaz protilatek aglutinaci
v mikrotitracni desticce

UrCete aglutinacni titry u protilatek proti yersiniim
* Pozitivni — nepravidelny chuchvalec
* Negativni — malé pravidelné kolecko

A A0 J=

m Nezapomente, ze titr = nejvyssi redeni
s pozitivni reakci. Prvni dulek je fedén
1:100, druhy 1 : 200 atd.



Demonstrace aglutinacni reakce u
tularémie (z foto MiU LF MU a FN USA):

* Prvni rada: Aglutinat je
viditelny v redéni 1:2 a
1:4, nikoli vsak jiz 1:8 a
vysSSim -2 titr je 1:4

* Druharada: V zadném
dulku neni aglutinace
—> zadny titr, negativni
reakce
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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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Priklad aglutinace na nosicich: Treponema
pallidum pasivni hemaglutinace (TPHA)

Také zde je pozitivni reakce vznik ,,chuchvalce?,
negativni sedimentace ¢astic na dno dulku. Avsak je to
cervené: je to totiz aglutinace na nosici, nosicem je
erytrocyt

Dnes se v tomto testu cervené krvinky nahrazuji
polycelulozovymi casticemi — muZete se pak setkat se

zkratkou TPPA




Demonstrace
TPHA

(foto MiU LF MU a FN USA)




Priklad sklickoveé aglutinace k antigenni
analyze: Testovani kmene E. coli, zda neni
Enteropatogenni Escherichia coli

* Clovék je tvor zdravé liny. Nikomu by se nechtélo zkouset

michat testovany kmen E. coli postupné se dvanacti séry.
Proto

— Pouzijeme nejprve polyvalentni séra: nonavalentni sérum
obsahuje protilatky proti deviti typum EPEC, trivalentni sérum
IV proti zbyvajicim trem. Tak je ,,pokryto” vsech dvanact
serotypu. Pozitivita = vlocky

— Pouze pokud jedno ze sér je ,,+“ pokracujeme s (trivalentnimi
a) monovalentnimi séry

* Pozitivita se projevi jako viocky v kapce
» Je to prukaz antigenu (presnéji antigenni analyza) = -

neurcuji se tu zadnée titry!




Precipitace:
priklady reakci



Priklad prukazu protilatek precipitaci —
vyvlockovaci reakce na syfilis — RRR

* Detekujeme protilatky, které jsou pozitivni u
syfilis, ackoli to nejsou protilatky proti
Treponema pallidum, nybrz proti kardiolipinu
(latka, ktera se objevuje u syfilitiku)

* Opét provadime pouze kvalitativné. Prvni dulek
je pozitivni kontrola, druhy negativni, pak ma
kazdy pacient (jen!) jeden dulek

* Smicha se vzdy 0,05 ml séra + 0,05 ml
kardiolipinu



RRR, RPR, VDRL

Netreponemoveé testy, tedy prukaz nespecifickych
antikardiolipinovych protilatek mohou byt
provedeny v ruznych formatech

* VDRL (Venereal Disease Research Laboratory) je
flokulaéni (precipitacni) test na sklicku.

* RRR (rychla reaginova reakce), je obdobou
(Upravou) reakce VDRL, pouzivaji se jamky

* Podobna je také reakce RPR (rapid plasma reagin),
kde je odecitani reakce vylepseno o makroskopickou
vizualizaci pomoci karbonovych castic, nebo
pigmentda.



Precipitace — mikroprecipitace v agaru

Tzv. mikroprecipitace v agaru dle Ouchterlonyho

Do dulku uprostred je
nalita tekutina
obsahuijici antigen.
Ten difunduje
agarem. Obsahuje-li
sérum protilatky,
difunduji proti
nému a na jejich
styku vznikne
precipitacni linie.




Precipitace — prstencova
precipitace k detekci antigenu

* Do Pasteurovych pipet zabodnutych v plasteliné postupné
nalévame:

1) zvifeci sérum s protilatkami
2) Ctyri ruzné extrakty kmenu
* Pozitivita: prstenec na styku tekutin
Obrazek je jen ilustracni! V praktiku nevyjde pozitivni prvni,
ale jedno z dalsich ser!




Konec




Poznamka k E. coli

Escherichia coli je bakterie, ktera je normalni slozkou
strevni mikroflory.

Na svém povrchu ma kromé jinych typu antigenu také
takzvané télové O-antigeny. (Jsou to koncové casti
polycharidickych retézcu lipopolisachidl vnéjsi membrany
G— bakterii)

Tyto O-antigeny nejsou u vSech kmenu E. coli stejné.
Naopak, existuji stovky takzvanych serotypu v ramci druhu
E. coli

Ze vSech téchto serotypu jen priblizné dvanact vykazuje
vysSi patogenitu u novorozencu a kojencu. Témto
serotypum se souhrnné rika EPEC — enteropatogenni
Escherichia coli



Neprimy TPHA — Tr. pasivni .
o TP hemaglutinacni test
prukaz SyfI|IS TPPA - dtto, misto krvinek

prehled polyceluldza

Historicky BWR - Bordet Wassermann E

Screeningove RRR — Rapid Reagin Test i
TPHA/TPPA* =

Konfirmacni ELISA §
FTA-ABS (nepr. imunofluor.) %
Western Blotting >

Historicky, popr. TPIT (Treponema Pallidum

superkonfirmace | Imobilizacni Test) = Nelson




Kontrolni otazky

.V jakém typu vzorku se hledaji protilatky?

. V jakych typech vzorkl se daji hledat antigeny?

. Vysvetlete pojem ,, antigenni analyza®“.

. Znamena pritomnost protilatek vzdy akutni infekci?

. V jakych situacich se meéfri titry?

. Jaky je rozdil mezi precipitacni a aglutinacni reakci?

. ProC je nutno v pripade pozitivity RRR reakce konfirmovat?

. Lze aglutinacni reakci vysetrit i protilatky proti koloidnimu
antigenu?

9. Co znamenad pojem "screeningova reakce"?

s _
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KOMPLE-
MENTFIXACE
NEUTRA-
LIZACE



Obsah této casti prezentace

Komplement a jeho vilastnosti

Priklady pouziti KFR v praxi

Kontrolni otazky



Dynamika titru



Interpretace serologickych reakci

* Prukaz antigenu je prima metoda. Pozitivni
vysledek znamena pritomnost mikroba v téle
pacienta

* Prukaz protilatek je nepfima metoda. Jak
odhadnout, kdy se mikrob s télem pacienta
setkal:

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

— Trida protilatek: IgM/IgG (vice v J08)
— (Avidita protilatek)



| | 1- akutni sérum
Dynamika titru 2 _ rekonvalescentni

* Prusvih je, ze kazdy ma jinou Uroven
protilatkové odpovedi. Proto samotna
hodnota titru mnoho nerika

e Zmeéna titru vypovida vice. Jde-li o Cerstvou
zalezitost, titr se vzdy vyviji, nejprve stoupa,
pozdeéji zvolna klesa.




ProC nestaci samotny titr

* Nékdy se stane, Ze  m Velmi reaktivni

malo reaktivni pacient naopak |
pacient ma i dlouho po infekci

v akutni fazi titr titr relativne
I Vysoky




Parova a neparova séra

* Parova séra = prvni vzorek je uchovavan
v lednicce, dokud neprijde i druhy (10-21 dni).
Pak jsou oba hodnoceny naraz. ctyrnasobny
vzestup se v tom pripadé ma za signifikantni pro
akutni infekci.

e Séra nejsou parova (druhy vzorek je vysetren
zvlast): zvétsuje se riziko ndhodné, chyby, proto
se zpravidla vyzaduje jesté jednoznacnéjsi dukaz
nez ctyrnasobny titr



Dynamika titru — dalsi aspekty

e Zvlastnim pripadem je tzv. serokonverze —
v prvnim vzorku protilatky nejsou (jesté se nestihly
vytvorit), vdruhém uz jsou. Takovy dukaz je
cennéjsi nez ,dukaz ¢tyrnasobkem”

* V nékterych pripadech misto vzestupu prokazeme
pokles (subakutni infekce)

* Velikost titru rozhodne neodpovida vyvoji
klinickych priznakid. MnozZstvi protilatek casto
vrcholi, az priznaky zmizi.



Priklady ruznych projevu dynamiky
titru

e 1-2:sérokonverze

* 3 —4: vzestup titru
 5—6: pokles titru




Komplement a
jeho viastnosti



Komplementfixace (KFR)

Komplement = jedna ze slozek imunitni reakce

Pro KFR pouzivame morceci komplement. Pacientlv
komplement je pred reakci inaktivovan teplem

Komplement

Komplement

Komplement je schopen vazat se pouze na KOMPLEX obou

Jsou-li antigenem berani erytrocyty a protilatkou kralici
protilatky proti nim, dojde po navazani komplementu k
hemolyze. Lze se o tom presvédcit v jednoduchém ukolu,
ktery je obsazen v praktickém cviceni.



Komplement
fixacni reakce
(KFR), jeji
princip



Pohadka 1

* Byl jednou jeden zvedavy hlidac v parku.

* Chteél veédet, jestli mladenec, ktery chodiva do
parku ve stejnou dobu jako jedna slecna, k té
slecné patri

* Uvazoval nasledovné: v parku je jedina lavicka.

Pokud patri k sobé, tak si jisté na lavicku
sednou a budou se objimat

* Umistil proto na lavicku kudlibabky a rekl si, ze
pokud ti dva k sobé patri, nachytaji na sebe pri
objimani kudlibabky z lavicky.



Jak to ale poznat...

e ..kdyz mladenec i divka odesli jinym vychodem?

* Hlidac¢ si uvedomil, ze za chvili prijde na navstévu
jeho neter se svym pritelem. Jak je zn3a, urciteé se
cestou zastavi u lavicky a budou se objimat.

* Hlidac¢ to vymyslel: pokud neter s pritelem budou
mit na sobé kudlibabky, pak je nevychytala ta
prvni dvojice — zadna dvojice to nebyla. Pokud
kudlibabky mit na sobé nebudou, tak k sobe
prvni dvojice patri.



Pouceni z nasi pohadky

* Nyni mame na programu komplementfixaci,
pomerneé slozitou reakci.

* Nejenze ke zviditelnéni komplexu antigen-
protilatka pouzivame komplement, ale navic jesté
pridavame dalsi dvé slozky — tzv. indikatorovou
dvoijici.

* Tato dvojice je tvorena indikatorovym antigenem
(berani erytrocyty) a indikatorovou protilatkou
(amboceptor = kralici protilatky proti beranim
erytrocytim).



Princip KFR

* Sérum pacienta se smicha s laboratornim
antigenem (nebo, u primé KFR, se smicha
pacientuv vzorek se zvirecimi protilatkami).

* Prida se komplement. V pozitivhim pripade se
navaze (je schopen se navazat jen pokud se
vytvoril komplex Ag-lg)

* Ve druhe fazi pridame indikatorovy systém
(berani erytrocyty + amboceptor). U pozitivni

reakce indikator zustava nedotcen. U negativni
reakce dojde k jeho hemolyze.



Princip KFR




Co déla komplement
s indikatorovym systémem

K hemolyze je nutna pritomnost beranich (ne kralicich)
erytrocytd, amboceptoru a komplementu. Chybi-li byt
jedina slozka, nebo je nahrazena jinou, k hemolyze

nedojde.
Berani ery + amboceptor - neni hemolyza
Berani ery + komplement - neni hemolyza

ery + komplement + amboceptor 2 neni hemolyza



Pouziti KFR

* KFR Ize pouzit pro diagnostiku mnoha,
zejména virovych infekci

* Jakoijiné serologickeé reakce se KFR pouziva
< prukazu antigenu cCi protilatky

* Pro zjednoduseni uvadime v tomto praktiku
pouze prukaz protilatky
 Berme to tedy tak, ze mame laboratorni

antigen, ktery konfrontujeme se sérem
pacienta (kde hledame protilatky)



Redeni
KFRuUseru



Problémy s KFR

* Pfilis mnoho komplementu > falesna negativita.
Co délat? Titrovat komplement

* Néektera slozka séra sama o sobé vyvazuje
komplement (slozka antikomplementarity):
falesné pozitivni vysledky. Co délat? Provést test
antikomplementarity, tj. vse jako v normalni
reakci, ale bez antigenu (V pohadkovém pribehu
odpovida bezdomovci, ktery zvali lavicku a sam
na sebe nachyta vsechny kudlibabky, a to i tehdy,
kdyzZ je chlapec nemocny a do parku vibec
neprijde)



Titrace komplementu

* Pro reakci potrebujeme mnozstvi morceciho
complementu, které neni moc velké ani malé.

* Proto zjistujeme, jaké mnozstvi komplementu
hemolyzuje pracovni jednotku krvinek
s amboceptorem (hemolyticka jednotka)

* Prilis mnoho komplementu =2 falesnad
negativita (prilis mnoho kudlibabek = zbude i

na neter a jejiho pritele)



Test antikomplementarity

m:

bgi ery
NENI HEMOLYZA HEMOLYZA r

amboceptor



Priklady
pouziti KFR
V praxi



Klinicka situace A

* Pacient s dlouhotrvajicimi respiracnimi problémy,
malo klinickych projevu, nejpravdépodobnéjsi
diagnoza atypické pneumonie

e Atypicka pneumonie muze byt zpusobena mnoha
respiracnimi viry, avsak také néekterymi
bakteriemi (Mycoplasma, Chlamydia)

* Pripadna mykoplasmova/chlamydiova etiologie
by znamenala ucinek antibiotik. U viru by
antibiotika smysl neméla.



Respiracni patogeny

* Cela serologicka desticka patri 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 sloupci
1 :5 a pak geometrickou radou s koeficientem
dva. Krome viru je ve skale i bakterie
Mycoplasma pneumoniae



Klinicka situace B

* Mame tfi pacienty s podezienim na kliStovou
encefalitidu, vSichni maji neurologické potize
a anamnézu prisati klistete

* KliStova encefalitida je nemoc pomérné
bézna ve stredni Evropé. Ackoli ma horsi
prubeh u dospélych (zejména senioru), lidé
pohrichu nechavaji ockovat spise své déti nez
sve rodice.




Klistova encefalitida — priklad prikazu
* Opét testujeme protilatky, tentokrat proti klisStové
encefalitidée.
— v prvnim radku je pozitivni kontrola
—ve 2. a 3. radku prvni pacient

—ve 4. a 5. radku druhy pacient
— v 6. a 7. radku treti pacient

* Prvni z obou radkl vzdy odpovida akutnimu, druhy
rekonvalescentnimu vzorku séra.

* V prvnim sloupci jsou opéet testy
antikomplementarity, nasleduje redéni
geometrickou radou od redéni1:4



Klinicka situace C

 Mame nékolik pacientu, kteri maji byt provéreni
na protilatky proti toxoplasmose (Toxoplasma

gondii je tkanovy parazit, jeho definitivhim
hostitelem je kocka)

* Seronegativita znamena, ze se pacient nikdy
s infekci nesetkal®. Seropozitivita vyzaduje blizsi
zkoumani (dalsSi odbér, event. ELISA pro ovéreni
tridy protilatek)

*nebo to bylo tak nedavno, ze se jeste nestihly
vytvorit protilatky.



Toxoplasmosa — priklad prukazu
protilatek

* Desticka patri pozitivni kontrole (prvni radek)
a Sesti pacientum (druhy az sedmy radek).
Hledame protilatky proti toxoplasmose.

V prvnim sloupci jsou opét testy
antikomplementarity, nasleduje redéni
geometrickou radou od redéni 1 : 8. V tomto
pripadé nesledujeme dynamiku titru (kazdy
pacient ma jen jeden radek).




Neutralizacni
reakce —
princip



Pohadka 2

Byl jednou jeden krveziznivy toxin, a ten dostal
chut na éervenou krvinku

Tento toxin mél ovsem zaroven vlastnosti
antigenu, proti kterému se tvori protilatky

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

Cervena krvinka se radovala, a spolu se
sestrfickami vesele sedimentovala na dno



Pouceni z nasi pohadky

* Dnes mame na programu téz neutralizaci

* Tato reakce se uplatni v pripadeé virti nebo
bakterialnich toxinu, které mohou byt prfimo
neutralizovany prislusnou protilatkou

* Cela bakterie se zpravidla jen tak jednoduse
neutralizovat neda

e Vétsina aplikaci neutralizace je tedy ve
virologii. Vyjimkou je vsak nejbéznéjsi
serologicka reakce vubec — reakce ASLO



Neutralizacni reakce: obecny princip

 Protilatky funguji nékolika zpUusoby. Jeden
z nich je prima neutralizace.

* Tento zpusob se zridka vidi u celych
bakterii. Pozorujeme ho u virt nebo
bakterialnich toxinu

Nicméne nekdy protilatky neutralizuji i urcitou
charakteristiku celé bakterie, napr. pohyblivost

Treponema pallidum u tzv. Nelsonova testu
(TPIT).



Neutralizace schématicky

* Protilatka (lg) brani efektu toxinu/viru na

bunku / krvinku

. "
iy’ 'LF.,. 3
v .

Bunka ve Protllatka Toxin &i
tkanove Virus

kulture Ci
cervena
krvinka

Bunka ve Toxin &i
tkanczvev_ Virus
kulture Ci

cervena

krvinka



Priklady neutralizacnich reakci

Neutralizovan Objekt Reakce

Erytrocyt HIT
shlukovani

Bunka efekt \/NT
metabolicky




Jednotlive
neutralizacni
reakce



ASLO

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

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

e Titr nad cca 200 znamena riziko, ze pacient je
ohrozen pozdnimi nasledky streptokokové
infekce.



Postup redéni séra — ASLO

Jinak obvykly postup (fedeni geometrickou fadou
s koeficientem 2) by byl v tomto pripade prilis
geometrickou radu, avsak s koeficientem pouze 1,2
(a to jeste priblizne)

Hodnoceni vysledku ASLO

100 120 150 180 (229 270 137 (405 506 (607 (759 191)




HIT

 Hemaglutinacneé Inhibicni Test
* Protilatka neutralizuje virové shlukovani krvinek (in
vitro vlastnost vétsiny virl)

e Shluk krvinek (,,bramboroid”) = negativni vysledek.
Sedimentace = pozitivni

* Priklad pouziti: MUzeme odecist HIT u klistové
encefalitidy — u kazdého pacienta akutni a
rekonvalescentni sérum.

Interpretace vysledku parovych sér je u neutralizace
samozrejmé stejna jako u kterékoli jiné reakce



/apamatujte si:

* 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 prislusnému efektu zabranit

* Prukaz proti

atek proti klistové encefalitidé

pomoci HIT je ,,uz zase” klasicky neprimy prukaz

(na rozdil oc

ASLO)



HIT u klistové encefalitidy: priklad
klinické situace

 Mame nékolik pacientl s podezrenim na
klistovou encefalitidu, jiZ testovanych
pomoci komplementfixace Nyni jsme se
rozhodli k ovéreni vysledkl provést nezavisly
test



V N T (neplette sitos TNT © )

* Virus Neutralizacni Test
* Bunéecna kultura byva poskozena virem.

* Poskozeni virem = zména pH =2 zména barvy
ze zluté na Cervenou (pro zapamatovani: bunky,
zprznéné virem, se rdi, ac svemu nestesti
nemohly zabranit)

* Jsou-li pritomny protilatky, mohou tomuto
zprznéni bunék zabranit. Bunky tedy nemaji
duvod se rdit a zustavaji zluté



VNT — klinicka situace

 Pacient R. S., 35 let, ma chronickou hrudni
bolest. Kardiologické vysetreni ukazalo
podezreni na zanét srdecniho svalu

(myokarditidu) n
* Jelikoz coxackieviry jsou Castymi

puvodci myokarditid, bylo rozhodnuto
proverit pritomnost protilatek proti témto

virum



VNT — priklad pouziti u coxsackieviru

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

V prvnim sloupci je redéni 1 : 5, dale opét 1 : 10 atd.

V poslednim sloupci jsou kontroly. Je-li vtomto sloupci Sest
zlutych a sest cervenych dulkd, je vSe v poradku

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

Vyjde-li u dvou coxsackieviru signifikantni (alespon
Ctyrnasobny) vzestup titru, muze sice jit o koinfekci,
pravdépodobneéjsi je vsak zkrizena reaktivita

(A &4




ASLO a jeho
vyznam



Co je to antistreptolyzin O a
pro€ ho prokazujeme

* Po kazdé streptokokové infekci se objevuji protilatky,
Casto vcetné protilatek proti streptokokovému toxinu —
streptolyzinu O.

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

Vewvyse

protilatky nez patogen, proti kterému nas mely chranit.



Pamatujte:

* ASLO neni neprimy prukaz, prestoze
hledame protilatky. Nepatrame tu po
patogenovi, urcujeme samotné protilatky,
jez mohou byt nebezpecné

* Indikaci k vysetreni ASLO je podezreni na
tzv. pozdni nasledky streptokokovych
infekci — akutni glomerulonefritida i
revmaticka horecka
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Konec




Virus klistové encefalitidy

* KlisStova encefalitida sice postihuje ¢asto déti,
zavazneé priznaky ma vsak spise u dospélych.
Presto se dospeéli malokdy nechaji ockovat.

V prvni fazi pripomina chripku, ve druhé
priznaky meningealni ¢i mozkové. Smrtnost n
infekce je 1-5 %.

* Jde o typicky arbovirus, zdrojem jsou hlodavci
* Diagnostika je nejcastéji neprimy prukaz



Dalsi flavivirové
encefalitidy a horecky

e Krome strec
jeste dalsi k

oevropské klistové encefalitidy existuji
iStové encefalitidy. Ruska jaroletni je

druhym podtypem k té nasi, trochu méné pribuzna

norecka.

je skotska ,,louping il

Ill

a omska hemorrhagicka

* Dale existuje japonska encefalitida, kterou
prenaseji komari rodu Culex. S ni je pribuzna také
zapadonilska horecka, kterou rovnéz prenaseji
komari. Zrejme se vyskytuje i jako domaci
onemocheéni v okoli Lanzhota.



Toxoplasma gondii .

Je to prvok, ktery je prenasen kockami, i kdyz
chovatelé psu jsou ve vétsSim riziku (protoze na
srsti donesou domu castecky kociciho trusu)

Vétsina infekci u imunokompetentnich osob je
bez priznakl nebo se projevi jen zvétSenymi
uzlinami, které zase odezni

Nebezpecna je ocni forma

Nebezpecna je také infekce plodu, zejména
v prvnim trimestru



“ " L

A\ = Infective Stage
A\ = Diagnostic Stage m‘
e Tissue
v = Cysts

Fiy

Both cocysts and tissue cysts transform

into tachyzoites shortly after ingestion.
Tachyzoites localize in neural and
OXO p a S I I l a — muscle tissue and develop into tissue
cyst bradyzoites. If a pregnant woman
becomes infected, tachyzoites can infec
2iVOtn II Cykl us the fetus via the bloodstream.

Serum
‘fi;; CSF ;’5

A Diagnostic Stage
1) Serclogical diagnosis.
or

2) Direct identification of the parasite from peripheral
blood, amniotic fluid, or in fissue sections.

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/images/Parasitelmages/ i ————
S-Z/Toxoplasmosis/Toxoplasma_LifeCycle.gif http:/iwww.dpd. cde. govidpdx



Smrtnost (letalita) a
umrtnost (mortalita)

* Smrtnost cili letalita je podil osob, které
umrou na urcitou nemoc, k celkovéemu
poctu nakazenych touto nemoci

« Umrtnost ¢ili mortalita je naopak
prumeérny pocet osob, které zemrou na tuto
nemoc (obvykle vyjadreny na 100 000
obyvatel a jeden rok)




Coxsackieviry: prehled

celedi Picornaviridae

Do Celedi Picornaviridae patri z virll vyznamnyc
pro Clovéka patri do této Celedi predevsim
enteroviry, (nazev ukazuje na fekalné-oralni
prenos vetsiny z nich, ale vlastni infekce probihaji
spiSe mimo strevo!) dale se déli na

— polioviry — viry détské obrny

— coxsackieviry a echoviry

— noveé;jsi enteroviry 68, 69, 70 a 71

rhinoviry — viry rymy

virus hepatitidy A




Coxsackieviry — vice o nich .

* Existuji coxsackieviry A1-A22, A24 a B1-B6

* Diagnostika spociva v izolaci viru na
novorozenych mysatech Ci tkanovych kulturach

* Neprima diagnostika je obtizna kvuli zkrizenym
reakcim; pouziva se vlastné jen u skupiny B pfri
podezreni na myokarditidu



Coxsackieviry — patogenita

CNS: aseptické meningitidy (vétSina typu)
herpangina (A typy, hlavné A4)

tzv. hand-foot-mouth disease (A16)
dychaci infekce (vSechny typy)

myokarditida a jiné svalové choroby (B typy)

lymfadenitida (vSechny typy)

souvislost s nekterymi typy diabetes mellitus

(skupina B)?




® N O U

10.
11.
12.

Kontrolni otazky

Pro€ se pro KFR nepouziva pacientuv vlastni komplement a pouziva se misto
toho morceci?

Jaké typy chyb vyvolava antikomplementarita séra?
Jaké typy chyb vyvolava pfilis velké mnozstvi komplementu?

Pro€ nelze dvojnasobny vzestup titru povazovat za signifikantni? (UvazZujte o
chybé méreni)

ProcC je u reakci, jako je KFR, doporucenihodné pouzivat parova séra?
Co znamena termin ,,serokonverze®?
V jakych klinickych situacich ma vyznam vysetfovat ASLO?

Pro¢ neni vhodné hovorit o ASLO jako o ,neprimé metodé detekce mikroba“
navzdory faktu, Ze jde o prikaz protilatek?

Kazdy virus nema schopnost aglutinovat erytrocyty — jak to ovlivni moznost
pouziti HIT v diagnostice?

Jaka je anglicka zkratka reakce ASLO ?
ProC se neutralizacni reakce jen zridka pouzivaji v bakteriologii?

sl ' Hiavni obsah |




REAKCE SE
ZNACENYM!
SLOZKAMI



Obsah této casti prezentace

Reakce se znaCenymi protilatkami: prehled

Imunofluorescence a RIA

Imunobloty (Western blotting)




Pohadka

* Byla jednou jedna namornice*, a ta méla na palubé
rizné véci privazané, aby ji neodplavaly. Dalekohled
méla privazany na zachranné kolo, to zase na
zachranny clun, a ten byl pripevnény k palubé. A tak
to vydrzelo i nejvétsi viny.

e Jednou se na palubé objevil jeji muz. Chtél si
vyzkouset zachranné kolo. Odvazal z néj dalekohled
a odvazal ho z ¢lunu.

* Prisla vina — a dalekohled uplaval.

*Pavodni pohadka o namornikovi a jeho zené byla upravena v ramci
boje s genderovymi stereotypy.



Pouceni z nasi pohadky

* Reakce se znacenymi slozkami jsou zalozeny na
tom, ze postupné navazujeme jednotlivée slozky
reakce po kazdém kroku reakce probiha promyti

* Promyti odstrani vse, co neni navazano

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



Tridy protilatek



Prubeh protilatkové odpovedi

* Protilatky IgM se tvori jako prvni, ale také jako
prvni mizi. Neprochazeji placentou > jejich
nalez u novorozence je sveédectvim jeho
infekce

* Protilatky IgG se tvori pozdéji a zustavaiji jako
imunologickd pamét pritomny dlouhodobé.
Prochazeji placentou
(novorozenec
je tedy muze
mit od matky)




Protilatky ostatnich trid

e Protilatky tridy IgA se uplatnuji hlavné u sliznicni
imunity, a tedy u infekci, kde branou vstupu je
sliznice (napriklad gastrointestinalni). U nékterych
infekci se vysSetruji misto protilatek IgM (napriklad u
toxoplasmosy)

* Protilatky tridy IgE se vyskytuji u alergii a infestaci
cervy. Zpravidla se vSak nestanovuiji specificke Igk
proti néjakému patogenovi

e S protilatkami IgD se v mikrobiologii nepracuje



Reakce se
Zznacenymi
protilatkami:
prehled



Reakce se znacenymi slozkami

* Na povrch se postupné navazuji jednotlivé
slozky

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

* Je-li to pravda, slozka se navaze

* Pokud se vsechny slozky postupné navazou,
vznikne nepreruseny retézec

* Na konci retézce je vhodné znacidlo



Promyti a jeho vyznam

* Pokud by v reakci zUstalo pritomno i to, co
se na nic nenavazalo, nedokazali bychom
odlisit pozitivni reakci od negativni

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

* Je-li retézec prerusen, odplavi promyti vse
za mistem preruseni



Priklad pozitivnhiho a negativniho prubéhu

Pacientuv
vzorek

3 Laboratorni Znacena laboratorni
rotilatk 1B
protilatka protilatka (- detekce)

Labgr’atorm’ Znacena laboratorni
protilatka protilatka

POVRCH

(sklicko nebo
dno dulku v
destiCce pro
serologii)




Typy znacidel

* Fluorescencni barvivo je znacidlem u
imunofluorescence

* Radioizotop je znacidlem u reakce RIA

* Enzym je znacidlem u reakce ELISA

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

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



Imuno-

fluorescence a
RIA



Pozitivni vysledek u primé i neprimé

v

imunofluorescence vypada stejné




Priklady imunofluorescence

(diagnostika Treponema n
pallidum)

Vyhoda: Povrchem je tu podlozni skliCko. To
nam umoznuje vidét tvar mikroorganismu.

Prima imunofluorescence
* (Povrch)-(antigen)-(znacCena protilatka)
Neprima imunofluorescence

e (Povrch)-(antigen)-(protilatka)-(znacena
protilatka proti lidské protilatce)



Reakcni schémata u
imunofluorescence

A: Treponema pallidum — od pacienta

B: ZnaCena protilatka proti Treponema pallidum (laboratorni)

C:. Treponema pallidum — z laboratore

D: Protilatka proti Treponema pallidum — od pacienta

E: ZnaCena labor. protilatka proti lidske protilatce (konjugat)



ELISA: princip



ELISA — proc je tak oblibena

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

* Nenarocnost z hlediska nakladu a nulové
radiacni nebezpeci je vyvhodou oproti
radioimunoassayim

* Moznost automatizace a mensi pozadavky na

odecitajiciho jsou velkou vyhodou oproti
imunofluorescenci



Moznosti usporadani slozek

bledémodre vzdy slozka pochazejici ze vzorku

ziskaného od pacienta

* Povrch-antigen-protilatka-znacidlo (P)

* Povrch-protilatka-antigen-protilatka-
znacidlo (P, napfr. prukaz HBsAg)

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

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

Konjugat je znacena protilatka namirena proti
lidské protilatce




Vyznam konjugatu

* Konjugat se pouziva zpravidla u reakci
neprimého prukazu (prukaz protilatek)

* Je to protilatka, pro kterou je antigenem
lidska protilatka, napr. IgM nebo I1gG

* Dokaze byt selektivni proti urcité tride

idské protilatky

* Pouziti konjugatu je tedy podstatou

moznosti selektivniho prukazu jednotlivych
trid protilatek




ELISA k detekeci
protilatky:
1. Pozitivni (hleda
se IgM, IgM

pritomna)
Vsechny slozky se
postupné
navazuji. Dojde
k enzymatické
reakci —zmeéne
barvy v dulku




ELISA k detekci
protilatky:

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

V séru pacienta
nejsou protilatky.
Konjugat je odplaven,

v dulku neni zadna
Zmena.




ELISA k detekeci
protilatky:
3. Negativni |l
(hleda se IgM,
pritomny IgG)

V séru pacienta jsou
jen 1gG protilatky.
Konjugat je odplaven,
ke zméné barvy dulku

nedojde .




ELISA:
prakticke
odecitani



ELISA — praktické provedeni

e Zpravidla mame k dispozici desticku s jamkami. Na rozdil
od klasickych serologickych reakci ma kazdy pacient nikoli
cely radek, ale jen jeden dilek. To proto, Ze nezjistujeme
titry

* Pred vlastnimi dulky pacientu 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
ostre, nebo s rozmezim plus minus 10 %)

Vyrobce dodava ,vzorky” s negativni (K-), pozitivni (K+) a pravé
hranicni (c. 0.) hodnotou absorbance
Vzdy zaleZi na konkrétni reakci ELISA a jejim provedeni.
Nekdy chybi blank, nekdy neni cut off primo obsazen

v desticce, ale pocita se jako prumér negativnich kontrol +
konstanta.



ELISA — uka'zka (foto MiU LF MU a FN USA)
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Pfiklad reakce ELISA k priikazu antigenu n
(antigen Helicobacter pylori)

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

* Intenzitu zbarveni lze mérit
spektrofotometricky

e Za pozitivni se povazuji hodnoty vyssi nez
referencné dany tzv. ,,cut off”

* Obvykly princip: Povrch-protilatka-antigen-
protilatka-enzym-substrat



Priklad reakce ELISA k prukazu
protilatek

* U neprimého prukazu reakci ELISA se zpravidla
hodnoti zvlast protilatky IgM a 1gG

* V daném pripadé se misto IgA pouziva IgM
e Za pozitivni se opét povazuji hodnoty vyssi nez
referencné dany tzv. ,,cut off”

e Casto existuje pole hrani¢nich hodnot, napf.
vysledky mezi 90 % a 110 % cut off se hodnoti
jako ,,hranicni“, pod 90 % jako , negativni“, nad
110 % jako ,,pozitivni“

* Princip zpravidla: Povrch-antigen-protilatka-
konjugat-enzym-substrat



Priklad usporadani reakce ELISA
pri prukazu protilatek
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Western blotting

Irwv

Ndzev — slovni hricka (badatel Southern)

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

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

V ramci serologickych reakci je vyjimecny tim,
Ze se nepouziva k prukazu antigenu (jen
protilatky)



Western blotting — princip

1: plvodni antigen (smes) 4: ,pfesati” rozdélenych antigen(
2: uvolnéni jednotlivych na nitroceluldzu
antigen( detergentem

3: elektroforetické rozdéleni
antigenu

5: reakce ELISA (pritomny jsou jen
nékteré protilatky)
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Western blot — vzhled
(obrazek z foto MiU LF MU a FN USA)
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Priklad odecCteni Western n
blotu (u lymeské boreliozy)

* Jsou-li pritomny alespon dva specifické pruhy
(zvyraznéné na Sabloné) - hodnoti se jako
pozitivni

e Vyjimky:

— u lgG stadi, je-li pozitivni jen jeden pruh, je-li to
pruh vIsE (je vysoce specificky)

— u lgM stadi, je-li pozitivni jen jeden pruh, je-li to

pruh ospC (je vysoce specificky)




Imuno-
chromatografickeé
testy



Imunochromatograficke testy

* Imunochromatografickeé testy jsou 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 pozitivhim pripadée
je zpravidla pozorovan prouzek u testu i u
kontroly, v negativhim jen u kontroly.



Princip (jen jedna z moznosti)

Testovaci Kontrolni

oblast oblast
+

v &

YY




Vysvetleni k predchozi animaci

e V pozitivhim pripadé jsou nekteré znacené
protilatky navazany na antigen, a uchyti se
v testovaci oblasti. Nekteré dalsi molekuly
dojdou az do kontrolni oblasti

* V negativnim pripade vsechny znacené
protilatky prichazeji do kontrolni oblasti

Y protilatka I znacena protilatka
fixovana k + antigen
povrchu

x znacena protilatka proti
protilatka znacene

protilatce



Vyhody imunochromatografickych
testu

* Jsou velmi rychlé (desitky minut)

* Jsou velmi jednoduché = nékteré se nedélaji
v laboratori, ale pfimo u pacienta

* Jsou dostatecné presné

* Mohou byt pouzity pro mnoho ucelt (vSetné
mimomikrobiologickych, napriklad tehotensky
test)

Nevyhoda: jsou pomérne drahé ve srovnani
s tradicnimi testy



Typicky mikrobiologicky priklad

* Clostridium difficile je dulezity strevni patogen. Je
to anaerob, zijici i za normalnich podminek ve
streve.

e Za urcitych okolnosti (zpravidla sirokospektrnych

antibiotik, zejména linkosamidu) C. d. se premnozi
a jeho toxiny jsou nadprodukovany

* Testy produkce obou toxina (A/B) ukazuiji
pozitivitu obou modrych prouzku (testovaciho i
kontrolniho). Pozitivita pouze kontrolniho prouzku
ukazuje, ze test je v poradku, je vsak negativni.



Konec



Treponema pallidum

Spirocheta, puvodce syfilis

Syfilis je klasicka pohlavni nemoc. Prenasi se
vyhradné sexualné. Jde ovsem o systémoveé
onemocneéeni — v pokrocilych stadiich postihuje celé
télo postizeného ¢loveka (gummata, disekce aorty,
neurolues, psychické priznaky)

Nekteré poddruhy T. pallidum a néktera jina
treponemata zpusobuiji jiné choroby (framboesie —
yaws, T. pertenue)

Néktera treponemata jsou i nepatogenni




Borrelia burdorferi
sensu lato

Jina spirocheta, zpusobujici Lymeskou nemoc (podle mésta
Old Lyme v USA) a dale klasifikovana na Borrelia burgdorferi
sensu stricto (= ,v uzSim slova smyslu®), Borrelia garinii,
Borrelia afzelii a dalsi

Nemoc je charakterizovana tzv. erythema migrans, pak obvykle
nasleduji dalsi priznaky

Zatimco v USA se vyskytuje zejména B. b. sensu stricto a
typické jsou kloubni priznaky, v Evropé jsou Castéjsi B. garinii
a B. afzelii a typicka je neuroborrelioza

Kromeé lymeskeé nemoci vyvolavaji borrelie (jiné druhy)
navratnou horecku (B. duttoni, B. recurrentis)




Helicobacter
pylori

* Peptické (tedy gastrické c¢i duodenalni) vredy jsou
onemocnénim, které vznika souhrou vice pricin.
Takovym onemocnénim rikame obvykle
multifaktorialni.

* Dodnes se nejen mezi praktickymi lékari, ale i mezi
specialisty liSi nazory na podil spiralovité tyCinky (ne
spirochety!) Helicobacter pylori na viedové
onemocheni. Jisto je, ze jsou i zdravi lidé s
helikobakterem, stejné tak je ale jisto, ze
helikobakter svuj, nikoli nevyznamny, podil na
onemocnéni ma.




8.

9.

Kontrolni otazky

. Jakou diagnostickou hodnotu prisuzujete nalezu antigenu metodou ELISA a nalezu

protilatek stejnou metodou? Uvazujte obecné.

. Jaky klinicky material je vhodny pro prikaz antigenu a jaky pro prukaz protilatek?
.V ¢em se lisi a v ¢em jsou spolecné reakce ELISA a western blot?
. Pro€ se u prukazu protilatek metodou ELISA zpravidla nepouziva redéni séra

geometrickou radou ?

. Jaky vyznam ma (opét uvazujte obecné) prikaz protilatek trid IgG, IgM a IgA?
. Které protilatky prochazeji placentou a které ne?
. Pro¢ neni mozno jednotlivé tridy protilatek prokazovat , klasickymi“ sérologickymi

metodami (aglutinace, KFR, neutralizace)?

Existuji i dalSi mikrobiologické moZznosti pouziti imunochromatografickych test(
kromé prukazu toxinu Clostridium difficile?

Co je to cut off?

10. Jak se nazyva pristroj, ktery se (kromé rady jinych vyuziti) pouziva i

k vyvhodnocovani vysledkl reakci ELISA?




