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m V prvni Casti se nebudeme zabyvat
mikrobiologickou diagnostikou jako
takovou. Povime s1 néco o0 mechanismech
obranyschopnosti organismu. OvSem,

s diagnostikou to stejn€ souvisi: mnoho
mikrobiologickych metod vyuziva
existence téchto metod obranyschopnosti, a
protoze s1 0 nich budeme povidat v dalsich
tydnech, musime o imunité take néco
vedet.
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Interakce m1krob makoorganismus:

obecné

B Mezi mikrobem (mikroorganismem) a
hostitelskym organismem (Clov¢k, ale 1 zvire,
rostlina, jiny mikrob...) muze nastat cela skala
vztahu — interakci. Muze to byt kooperace (Clovek
poskytuje utoCisteé stievnim escherichiim a ty se
mu za to odvdéci tvorbou vitaminu), indiferentni
vztah nebo pfimo antagonisticky vztah.

m Casto se pouzivaji i terminy z potravnich
retézcu (komenzalismus, saprofytismus,
parazitismus). Virulentni mikroby jsou zpravidla —
ale ne vzdy — paraziticke
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Interakce ﬁilkrob lmakc')orgamsmus
mikroby napadajici Cloveka

Mikroorganismy, kter¢ napadaji cloveka, jsou
vybaveny ruznymi faktory virulence — jsou to
faktory, ktere zajiSt'uji schopnost mikroba
proniknout do organismu. Nejcastéji to byvaji ruzne
enzymy, toxiny, bakterialni pouzdro aj.

Makroorganismus se mikrobum brani fadou
ruznych zpusobu. Jde vzdy o to, zda se vice prosadi
faktor virulence mikroba, nebo mechanismus
obranyschopnosti makroorganismu




Zakladm rozdelem mechamsmu
obranyschopnosti organismu

Anatomicke bariery a funk¢éni mechanismy

Nespecificka bunécna

Nespecificka latkova

Specificka bunécna

Specificka latkova
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mechanismy

m Kuze — neporusenou kuzi pronika jen malo
mikrobu

m Sliznice — zraniteln¢;si, ale zase ma spoustu
mechanismu, jak Celit infekcei

m Funk¢ni mechanismy: pohyb rasinek,
kychani, kaslani, smrkani, zvraceni,
prujem, moceni (vypuzeni proudem moce)

m Prostredi nevyhovujici mikrobum: nizke
poSevni pH, zvySena teplota u virdz apod.




1 — vn&jsi hradba (kiize) rad Imunstejn
2 — vnitini opevnéni (hematoencefalicka bariéra)

3 — dubova brana (sliznice — slabsi nez hradby, ale pevna)

4 — stoka (teoreticky moznost vniknout dovnitt, ale proud odpadni
vody brani vniknuti)

5 — obranci hradu (bun€cnd imunita)

6 — vylévani horke vody pres hradby (vylévani produktu toxickych
pro uto¢nika, humoralni 1imunita)




neutrofily — je jich nejvic, kratka Zivotnost, nedéli se,
musi "uzrat" nove

monocyty (v periferni krvi) / makrofagy - (ve
tkanich) — dlouha zivotnost, mohou se délit

eozinofily - zmnozeny u nékterych typu alergie a u
infestaci Cervy

bazofily (v krvi) / mastocyty (ve tkanich) — po
aktivaci (kontaktu s cizorodym materialem) uvolnuyi
histamin a jiné latky

NK-bunky (z angl. natural killer) ptimo, bez

imunizace zabijeji cizorode nebo 1 vlastni, ale
"zvrhle" bunky (nadorove, nakazene)
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Ruzn¢ typy bilych krvinek

Killer Cell Target Ce||

Tarqgel-Orientzd
Granules

mUfacs Contact
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Nespec1ﬁcka humoralm imunita 1

m Histamin a dalsi latky uvoliiované bazofily —
rozvo] takzvanych atopickych priznaku — ryma,
astma, koprivka

B Komplement =7 — 10 % sérovych globulini,
hlavné z [3-frakce; miize byt aktivovan
nespecificky (pomalu) nebo pomoci protilatek
(rychle). Funkce:

chemotaxe — "prilakani" bakterii

opsonizace — "ochuceni" baktérii, aby "chutnaly"
leukocytim

podil na niceni baktérii a jinych cizorodych faktoru
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Nesr 1l

m Interleukiny — produkovany ruznymi leukocyty po
kontaktu s cizorodym materidlem, mnoho typu, funkce:

horecka (protoze zvySena teplota ni¢i nékteré mikroby,
zejmeéna viry)

mobilizace nékterych hormonu a naopak utlumeni téch,
které nejsou pi1 infekci potreba

4

ni imunita 2

spousta dalSich vliva na chovani makroorganismu
m Lymfokiny — produkovany nékterymi lymfocyty,
funkce:

"prilakani" a aktivace bunék, zodpovédnych za zanét
(neutrofily, makrofagy)

podpora mnoZeni aktivovanych lymfocytu

m Interferon — GCinny proti virum a nékterym nadorum
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Spemﬁcka bunecna imunita: .
zamerena hlavné na nitrobunécne
parazity (viry, TBC)

m Lymfocyty — vznik v kostni dreni, vyskytuji
se hlavn¢ v miznich uzlinach a sleziné, pri
kontaktu s cizorodym materidlem se zacnou
mohutné mnozit

m T-lymfocyty — zraji Castecn€ v brzliku — jsou
zodpovédne za bunéfnou 1munitu

m B-lymfocyty (v krvi) / plasmatické bunky
(v lymfoidnich tkanich) — produkuji protilatky
specificky proti "svym'" antigenum (viz dale)
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Specificka latkova imunita —
nejdrive co je to antigen a protilatka

Co je to antigen?

m je to cizoroda struktura, kterd vyvolava tvorbu
protilatek (viz dale)

m jc to vzdy makromolekula (bilkoviny,
polysacharidy, nukleove kyseliny); mal¢é molekuly
jsou antigenni jen po navazani na makromolekulu




", NakedMab radicactive ligand Multistep targeting
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Priklady antigenu

mmikrobialni antigeny (ruzn€¢ povrchoveé struktury
mikrobu — bilkoviny, polysacharidy apod.)

malergeny — antigeny ze zevniho prostredi, které
vyvolavaji precitlivélost

mautoantigeny — vlastni antigeny, které se zménily a
Imunitni systém je prestal tolerovat

mnadorove markery — zménéné znaky na nadorovych
bunkach
mhistokompatibilni (HLA) — antigenni znaky na vlastnich

bunkach, vyznam pi1 transplantacich, urCeni otcovstvi.
Organismus jimi rozeznava "svoje" od "ciziho"
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Protllatkaw(‘spec1ﬁcka humoralm iniﬁmta)

m protilatky — gama globuliny, v séru 1
tkanich, produkovany B-lymfocyty.
Protilatka se vzdy vytvari jako odezva
makroogranismu na podrazdéni urcitym
mikrobem.

piimé zneSkodnéni — mozné jen u virt a
bakterialnich jedl, ne vSak (zpravidla) u
celych baktérii

opsonizace ("ochuceni" bakterii)

posileni funkce komplementu
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Tridy protilatek

IgG — nejveEtsi Cast protilatek, zacnou se tvorit
pozd¢ji, ale po prodélané infekci zuistava celozivotné
urcita hladina IgG proti danému mikrobu; a hladina
ukazuje na chonic. infekci; prochazeji placentou

IgM — velka molekula, placentou neprochaze;i;
tvofi se jako prvni pr1 infekci 1 oCkovani; a hladina
ukazuje na Cerstvou infekci, nepietrvava dlouho

IgA — hlavné na sliznicich (slizni¢ni 1munita)

IgD — stopova mnozstvi, funkce malo znama

IgE — souvisi s precitlivélosti (alergii)




Ruzn¢ funkce protilatek

SPECIFIC ANTIBODY

Example: Bacterial toxins Neutralization Ingestion by
IgA macrophage
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Example: Bacteria in Opsonization Ingestion by
lgG extracellular space macrophage
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Macrophage

Example;
g

Bacteria in plasma

Immune
complexes
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Protllatky a prubeh mfekce

m pr1infekci se jako prvni tvoii IgM, jejich
hladina ale brzo zase klesa

B az pozd¢jt se zaCinaji tvorit 1 IgG,
pretrvavaji vSak dlouhodobé az celozivotné

Protilatky a materstvi

B pri1narozeni ma novorozenec nejprve IgG
od matky

B pak s1 sam zacCne tvorit sve vlastni IgG a
pak 1 IgM




m Struktury podobneé {
h se bunécné 1munity

bunkach ucastnicic!

soucasti tzv. hlavni

histokompatibility
2 (MHC)

fa)

o chain

Cell Renn
membrane

CO0D
Cytoplasm

—00C COOT
T cell receptor

Podobné :protllatkam '
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Light chains
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Heavy chains
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Class I MHC protein

“O0C  CO0T
Class II MHC protein

TooCc  CooT

IgM {membrane bound)
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Lymf01dn1 tkanew ’kd'e SE soustred’uﬁ
buniky imunitniho systému

m lymfatické uzliny, slezina — obsahuyji
hlavné T-lymfocyty a plasmaticke bb.

m roztrousSené lymfoidni tkané vSude ve
sliznicich, nékde mené, nékde (Cervovity
vybézek slepeho stieva) vice

m pro imunitu nepostradatelna jatra
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Imunodeﬁc1ty (ne'ktere slozky imunitniho
systemu chyb¢ji nebo jsou defektni) — 1

m Deficity nespecificke bunécné imunity (t;.
hlavné ruznych bilch krvinek krom¢é lymfocytu)
sklon ke koZznim infekcim a abscestim
1¢Cba: transfuze leukocytarnich koncentratu
m Deficity nespecificke humoralni imunity (hlavné
komplementu)
sklon k bakteridlnim infekcim

1¢Cba: mrazena plasma (obsahuje komplement)




Imunodeﬁc1ty (n'ektere slozkyﬂ'lmunnmh(_)-ﬁ
systemu chyb¢ji nebo jsou defektni) — 2

m Deficity specifické bunééné imunity (T-lymfocytu)
sklon k infekcim virovym, parazitarnim, plisnovym,
tuberkuloze
do této skupiny patii 1 AIDS

m Deficity specifické humoralni (= protilatkove) imunity
chybi nékteré¢ imunoglobuliny, sklon ke vSem infekcim,
hlavné bakteridlnim
1éCba: pacientovi se dodaji CiSt€n¢ imunoglobuliny, nejlépe
lidskeé




R A - x;-. %F._ X
B S g 2 SRR ) - Dy .
; L T e L S ;
.' ‘ :5'_3}3-‘-- ; R I-\.-::-I' s : A . - e ] 5 : % e
i f__-_l.h‘_--;t_-. A A !-'. 4 L ﬂ:-}'a:' e s SO ﬂ_, :_!-"— e 4"4;;";%{:—-"‘*‘-
[ logicka precitlivélost

je chorobny stav nadmérne imunity

m Alergie Casn¢ho typu — atopicka onemocnéni
po kontaktu s alergenem (pyl, prach, roztoci, chlad, plisn¢,
potraviny) se uvolni IgE, histamin a latky rozsitujici cévy
B projevy mohou byt riizné, 1 podle typu kontaktu
alergicka ryma
atopické astma ("'zaducha" v pruduskach)
atopicka dermatitida (kopiivka)
pruymy, zvraceni, bolest1 biicha
anafylakticky Sok — nejzava Zn¢jsi, pt1 proniknuti alergenu do
krevniho ob&hu
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Dal typy premthvelostl

m Precithivélost pozdniho typu
souvisi s bunéCnou 1imunitou

po setkani se znamym antigenem se projevi se zpozdénim

(24 — 48 h)

neinfekCni zanéty kiize — napt. po chemikaliich; odvrhnuti

Stépu (n¢kdy az po letech); vyuziti: tuberkulinova zkouska
m Precitlivélost cytotoxickd a imunokomplexova

bunky poskozeny specifickymi protilatkami a jejich
komplexy s antigenem (1munokomplexy) — napf.: transfuzni
reakce, s€rova nemoc, hemolytické anémie

m Precithivélost stimulacni

precitlivélost vyvolava nadprodukci nékterych hormonu
(napf. Stitn¢ zlazy)




Nemoci1 z autoimunity

porusena tolerance vlastnich antigenu
naprt.: ruzne€ krvaciveé a revmatické nemoci
priCina: zpravidla jista antigenni
,,podobnost® nc¢kterych vlastnich struktur s
nékterymi mikroby
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Imunoterapie (léCeni imunopreparaty)

(profylaxe, prevence 1 leCeni chorob)
m Imunizace — viz dale

m Imunosuprese — potlaceni imunitnich reakci - u
nadmérne nebo Spatne imunity

B Imunostimulace — povzbuzeni nedostatecne
Imunity
m Desenzibilizace — podavaji se mikrodavky antigenu,

aby s1 na n¢ organismus "zvykl" a nereagoval
prehnané; davky se postupné zvysuji
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m Aktivni imunizace = oCkovani: do organismu
je vnesena ockovaci latka, obsahujici antigen.

T¢lo je antigenem "vyprovokovano' a vytvari
protilatky.

m Pasivni imunizace: do organismu jsou
vneseny uz hotove protilatky nebo sérum,
kter¢ je obsahuje. Jenze protilatky od ciziho
Cloveka (natoz od zvirete) nikdy nejsou stejne,
a v téle funguji meéne ucinné nez vlastni.
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Ockovaci latky prot1 bakterialnim nékazém

m Ockovani zivymi bakteriemi u tbc. OCkovani se provadi
thned po narozeni a nepreoCkovava se, jen se kontroluje
stav imunity (tzv. tuberkulinovym testem).

m Bakteriny — cele usmrcene bakterie. Napr. Cerny kasel.

m  Anatoxiny neboli toxoidy — tam, kde bakterie Skodi
hlavné prostrednictvim toxint (jedil). Anatoxin = jed
zbaveny jedovatosti (toxicity), ktery si zachovava antigenni
pusobeni. Napf. tetanus a zaskrt.

m Cisténé povrchové antigeny (napi. polysacharidové),
napi. Haemophilus influenzae b, Neisseria meningitidis aj.
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Ockovac1 latky protl Vlrovym nikazam

m Zivé vakeiny — péstuji se oslabené kmeny virt
na bunécénych kulturach. U oslabenych osob
mohou vyvolat ruzne reakce. SpalniCky,
zardénky, priusnice; na 1ziCce podavana (IgA!!) -
détska obrna.

m Usmrceny virus. Virus je vypestovan a pote
usmrcen, nejCastéj1 formaldehydem. Klistova
encefalitida, zloutenka A

m Chemovakciny. Antigen byl ziskan chemickou
cestou (rekombinaci DNA). Napfr. latka Engerix
prot1 hepatitidé B.
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m V prvni Casti se j1Z budeme zabyvat
mikrobiologickou diagnostikou, ale vyuzijeme
to, co jsme se dozveédeli v ¢asti prvni. Nejvic si
pamatujme to, co jsme se dozveédel o
specificke humoralni imunité: je zaloZena na
interakci antigenu (v pripad¢ mikrobialnich
antigenu jde o povrchovou Cast t¢la mikroba)

s protilatkou (1munoglobulinem, ktery je
tvofen makroorganismem.
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FProl zopakovam
Metody I¢karske mikrobiologie

m Prime metody: detekce mikroba, jeho Casti
nebo produktu. Mikroskopie, kultivace,
biochemicka identifikace, prukaz antigenu.

= je jisté, ze agens je NYNI
pritomno.

m Neprime metody: detekee protilatek proti
mikrobovi. = mikrob potkal
hostitele v minulosti (nevime, zda pied tydny
/ mesicl / roky)
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An'tlgetn a protllatkamopakoi}éh1

Antigen = makromolekula pochazejici
z ci1ziho organismu: rostliny, mikroba,
jincho zivocicha. V mikrobiologii nas
zajimaji mikrobialni antigeny = Casti
mikrobialniho téla, které vzbuzuji
v hostitel1 antigenni odpoved’

Protilatka = imunoglobulin, tvoreny v téle
hostitele jako odpovéd’ na antigenni
vyzvu (samozieymée nejen u Cloveéka, ale 1
u zvirat)
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Prilkaz antigenu: laboratorni protilatky
(zvireciho plvodu)+ vzorek pacienta

nebo kmen mikroba. M/ M/

Prima metoda .

Priikaz protilatky: laboratorni antigen
(mikrobialni) + sérum (vyjimecné

sliny, likvor) pacienta //

Neprima metoda
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Prukaz antigenu a antigenni anal;’/za

m V ramci prukazu antigenu (tedy primeho
prukazu) lze jesté dale rozlisit dva podtypy:
Primy prukaz antigenu ve vzorku, naptiklad
ve vzorku mozkomiSniho moku

Antigenni analyza (identifikace) kmene,
1zolovan¢ého ze vzorku (napriklad kmene
meningokoka)

m U neprimého prukazu naopak vzdy
pracujeme se vzorkem, a to se vzorkem séra,
kde hledame protilatky




Interpretace

m Prukaz antigenu (vCetn€ antigenni analyzy) je
piima metoda. Pozitivni vysledek znamena
pritomnost mikroba v téle pacienta

m Prukaz protilatek: je to nepfima metoda.
Nicmené jsou zpusoby, jak alespon
odhadnout, kdy priblizn€ se mikrob s t€lem
pacienta setkal:

Mnozstvi protilatek (relativni — titr)
Trida protilatek: IgM/IgG (vice v dalSich pr.)
(Avidita protilatek)




3 g e A
nﬁl‘n a;%? §g§¥$

J akmtyto 1nf0rmace 'zj1st1t

- velke mnozstvi protilatek,
prevazn¢ tiidy IgM

. mala
mnozstvi protilatek, hlavné IgG
(1munologicka pamg¢t)

O FUZNne moznosti




Jak provest reakcr ,,kvantitativne

m Je velmi t€zke zjistit koncentraci protilatek
v jednotkach mol/l, mg/l apod.

m Ale da se délat jind véc: mnohonasobné
fedit pacientovo sérum.
Reaguje-li 1 po mnohonasobném fedéni -2 =
v seru je velké mnoZzstvi protilatky
Reaguje jen pii nevelkém zifedéni séra 2> -2
jen malé mnozstvi protilatky




Geometricka rada

Vychazime z nefedén¢ho vzorku séra

v

@/

prvni zkumavce smichame se stejnym

ob]

emem diluentu (FR), =2 fedéni 1 : 2

Po

ovina fedéni 1 : 2 je premisténa do

dalSi zkumavky a smichana s opét
stejnym mnozstvim diluentu -2 1 : 4

Jedna polovinaz1:4...... 2> 1:8
Atd., atd.




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




Zapamatujte si:

m Veskere ,,srandicky* typu titry, tiidy
protilatek, zjiStovani avidity, slouzi k
odliSeni akutni infekce, chronicke infekce a
stavu po davno prodélan¢ infekci. Tykaji se
pouze neprimého prukazu!

m Primy prukaz totiz primo prokazuje v téle
pacienta ¢ast patogenova organismu. Neni
tedy nutné zadne¢ dalSi upresnéniu
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Typy serologlckych reakci a
jejich zpusoby vyuziti
Prukaz Antigenni | Neprimy
antigenu analyza |prukaz
Aglutinace obcas casto nckdy
Precipitace malokdy malokdy |obcas
KFR casto (viry) |ne casto (viry)
Neutralizace obcas ne casto
Znacené slozky |velmi Casto |vyjimecné |velmi Casto




Prec1p1tace, aglutlnace,

aglutinace na nosicich
o Antigeny jsou ve formé

izolovanych makromolekul (koloidni
antigen)

u Antigen je soucasti bunky
mikroba (pracujeme tedy s celymi
mikroby)

m Puvodné
izolované antigeny jsou navazany na
nosic (latex, erytrocyt, polyceluloza)




Schematicke
rozdily

1 — precipitace

2 — aglutinace

3 — aglutinace na nosici
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kladl Antlgennl analyza )
nteropatogenni Lscherichia coli

m V¢étSina kmenu Escherichia coli je ,,hodnych*

m /¢ vSech antigennich typu E. coli je as1 12, kter¢
jsou ,,enteropatogenni‘‘ — mohou délat
novorozenecke pruymy

Pouzijeme polyvalentni séra: nonovalentni
obsahuje protilatky proti deviti typum EPEC,
trivalentni proti dalSim tfem. Zakal = pozitivita
Pokud jedno ze sér (A ¢1 B) je ,,+*, musime
pokraCovat s tri- a monovalentnimi se€ry

B Je vam jasne, proc tu neurcujeme titry?
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Priklad 2: aglutinacCni rekace na
prukaz protilatek u tularemie (ze
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V prvnim sloupci
jsou kontroly,
vlastni reakce
zacina od druheho

sloupce
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Vzhled pozitivnich a negativnich
jamek u tohoto typu aglutinace

m Pozitivni — nepravidelny chuchvalec,
negativni — mal¢ pravidelne kolecko
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Nezapomente, ze titr = nejvyssi redeni
s pozitivni reakci. Prvni dulek je fedén
1:2,druhy 1 : 4 atd.




P¥iklad 3: "'féponema allidum =
aemaglutinace (TPHA)

m PouZijeme Cervene krvinky, na ktere je teprve
navazan vlastni antigen 7. pallidum (nes se v tomto

testu cervene krvinky nahrazuji polycelulozovymi casticemi — v tom pripade jde
o TPPA (T. p. polycelul. aglut.)

m Tato reakce je sice neprimy prukaz, ale
nepouziva se redéni a nezjiSt'uji titry. Je to totiz
screeningova reakce a pripadna pozitivita se
overuje spolehlivéjSimi metodami




Demonstrace
TPHA
(www.medmicro.info)




n;"n %3 ﬁ%wﬁ_r@”
G T o E'?

i = TR L g

klady prempltace 1. RRR

m Dectekce protilatek, kter¢ jsou pozitivni u
syfilis, aCkoli to nejsou protilatky proti
Treponema pallidum, nybrz proti kardiolipinu
(latka, ktera se objevuje u syfilitiku)

m Takovym reakcim fikame prukaz
heterofilnich protilatek — jsou to tedy
protilatky, kter¢ nejsou zameérene proti
antigenu mikroba, ale proti jinému antigenu,
ktery je v dob¢ vyskytu mikroba pritomen
v téle pacienta




P TR AT
oA ; ﬁ% uﬂ"ﬁ“ﬁ o u?:;ﬁa

2. Demonstrace Jmeho typu prempltace

Tzv. mikroprecipitace v agaru dle Ouchterlonyho
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Prstencova precipitace

O
1) zvifeci s€rum s protilatkami

2) Ctyt1 ruzne extrakty kmenu

3) pozitivita: na styku tekutin prstenec




D¢kugi za
POZOrnost

Pristé pokraCovani
serologickych reakci




