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Uvod
m Antigen = makromolekula
pochazejici z ciziho organismu:
rostliny, mikroba, jiného zivocicha.
Mikrobialni antigeny = casti
mikrobialniho téla, které vzbuzuji v
hostiteli antigenni odpovéd’

= Protilatka = imunoglobulin, tvoreny
v téle hostitele jako odpovéed na
antigenni vyzvu (nejen u cloveéka, ale
i U zvirat)



Metody lekarské mikrobiologie

s Primeé metody: detekce mikroba, jeho
casti nebo produktu. Mikroskopie,
kultivace, biochemicka identifikace,
prikaz antigenu. Pozitivita = agens je
NYNI pritomno.

s Neprimeé metody: detekce protilatek

oroti mikrobovi. Pozitivita = mikrob

hotkal hostitele v minulosti (nevime, zda
bred tydny/mesici/roky)




Dva zpusoby vyuziti:

Prikaz antigenu: laboratorni protilatky
+ vzorek pacienta nebo kmen

mikroba. % M/-/

Prima metoda

Prikaz protilatky: laboratorni antigen
+ serum (vyjimecne sliny, likvor)

acienta y
p 5 o-

Neprima metoda
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U primeho prukazu rozlisujeme:
= Prikaz antigenu ve vzorku, napr. v

mozkomisnim moku. Pozitivni vysledek
znamena pritomnost mikroba v téle pacienta

= Antigenni analyza (identifikace) kmene
izolovaného ze vzorku (napr. meningokoka)

U neprimého prikazu pracujeme se
vzorkem séra, kde hledame protilatky.
Odhadujeme, kdy se pacient s mikrobem
setkal:

s Mnozstvi protilatek (relativni - titr)

m Trida protilatek: IgM/IgG (vice v dalsi
prednasce)

m (Avidita protilatek)



Prubéh infekce

m Akutni infekce: velké mnozstvi
protilatek, prevazne tridy IgM4
m Pacient po prodélané infekci: mala

mnozstvi protilatek, hlavne IgG 5
(imunologickd pameét)

m Chronicka infekce: rizné moznosti




Jak proveést reakci
,kvantitativne"

Je tézke zjistit koncentraci protilatek v
jednotkach mol/I, mg/l apod. Ale da se
mnohonasobné redit pacientovo
serum.

m Reaguje-li i po mnohonasobném redéni -
- v séru je velké mnozstvi protilatky

= Reaguje jen pri nevelkém zredéni séra =>
- jen malé mnozstvi protilatky



Geometricka rada

= Nejjednodussi zpusob, jak Fedit sérum
pacienta, je pouziti geometrickeé rady
s koeficientem dva.

m Vychazime z neredéeného séra, nebo
ze séra o urcitém predredéni (napr.
1:5, 1:10, 1:20 atd.)

m V kazdém dal$im dulku je
dvojnasobné redeéeni oprot;
predchozimu, napr. rada 1:10, 1:20,
1:40, 1:80, 1:160...



PocCitani redeni v serologii

Pozor, v serologii napr. redeni 1 : 4 znamena
1 dil séra a 3 dily fyziologickeho roztoku (tj.
4 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. To by bylo neprakticke



Geometricka rada:
\V v v 7 O V4 V4
a) bez predredeni puvodniho sera

S

1:1 1:2 1:4 1:8




b) s prediedénim puvodniho séra
1:100 1:200 1:400 1:800

T
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Prediedéni nemusi byt zrovna 1 : 100, muze
byt treba 1 : 5,1 : 10, 1 : 20 Ci jiné.




Pote, co se provede naredeéeni...

Po naredéni séra geometrickou radou se
do vSech zkumavek/dulku prida
antigen. Bud dojde, nebo nedojde k
reakci; to muze byt vidét, nebo se
zviditelnuje pridanim dalsi slozky

Sledujeme, jak moc miizeme sérum
naredit, aby jesté byla viditelna
pozitivni reakce



Titr — nejvyssi redeni, kde je jeste viditelna
pOZitiVﬂI’ reakce. | pokud jsme reakci provedli ve 2 fadcich misto 1 (s
ruznym pocatecnim predredenim), urci se jen 1 titr.

Vzestup/pokles titru o 1 dulek znamena dvojndsobny vzestup/pokles.



ProC nestaci samotny titr

Malo reaktivni . o,
Scient mése mit Velmi reaktivni

P s pacient ma naopak i

v akutni fazi titr dlouho po infekci

dosfi nizlov titr relativhe vysoky

N/ N




Parova a neparova sera

m Parova séra = 1 vzorek je uchovavan
v lednicce, dokud neprijde i druhy. Pak
jsou oba hodnoceny naraz. 4-nasobny
vzestup se v tom pripade ma za
signifikantni pro akutni infekci. Bohuzel
parova sera nejsou bézna.

m Séra nejsou parova (druhy vzorek je
vySetfen zvlast): zvétsuje se riziko
nahodne, chyby, proto zpravidla
vyzadujeme 8-nasobny vzestup titru.
Tyto Udaje se lisi pripad od pripadu.



Serologické reakce

m Existuje nékolik typlu reakci. Nékteré
jsou jednoduche, vysledek reakce
antigenu s protilatkou je primo viditelny,
jiné jsou slozité, je nutné pridani dalSich
slozek

m Témér vsechny mohou byt pouzity
k prukazu antlgenu, k antlgennl
analyzei k prukazu protllatky, ne
vsechny se ale ke vsem t&mto Ucelum
doopravdy pouzivaji

m V ramci reakci existuji rizné moznosti
technickeho provedeni



Typy reakci a jejich vyuziti

Priikaz Antigenni | Neprimy
antigenu |a@nalyza | 5rfkaz
Aglutinace obcas casto nekdy
Precipitace malokdy malokdy |obcas
KFR casto (viry) |[ne casto
(viry)
Neutralizace |obcas ne casto
Znaceneé velmi Casto |vyjimecneé |velmi
slozky casto




Precipitace, aglutinace,
aglutinace na nosicich

m Precipitace: Antigeny jsou ve forme
izolovanych makromolekul (koloidni
antigen)

m Aglutinace: Antigen je soucasti bunky
mikroba (pracujeme tedy s celymi
mikroby)

= Aglutinace na nosicich: Puvodné
izolovaneé antigeny jsou navazany na
nosic (latex, erytrocyt, polyceluloza)



Precipitace 8
2
Se vyuziva v neprimém prukazu: 4

Reakce RRR u syfilis (je to reakce s tzv.
heterofilnim antigenem, t.j. antigen
nepochazi z mikroba)

Mikroprecipitace v agaru dle
Ouchterlonyho (u aspergilozy, drive i u
toxoplasmozy)

V primém prukazu se pouzivala
’ = o
prstencova precipitace u streptokoku

¢
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RRR precipitace

m Detekce protilatek, které jsou pozitivni u
syfilis, i kdyz nejde o protilatky proti
Treponema pallidum, nybrz proti kardiolipinu
(latka, kterd se objevuje u syfilitiku v téle)

m Takovym reakcim rikame prukaz
heterofilnich protilatek - jsou to
protilatky, které nejsou zamérenée proti
antigenu mikroba, ale proti jinéemu antigenu,
ktery je v dobé vyskytu mikroba pritomen
v téle pacienta.

m Reakce je dost citliva, ale malo specificka
(pozitivita se ovéruje jinymi, spolehlivéjsimi
metodami)



Mikroprecipitace v agaru dle Ouchterlonyho

V prostfednim dulku je
suspenze antlgenu Do
4 ostatnlch dulku se
daji séra pacientu.
Antigen dlfundUJe Z
prostrednlho dulku do
okoli. Je-li sérum
pozitivni, difunduji z
nej protilatky.
Uprostred cesty se
antigen s protilatkou
setka a vznikne
precipitacni linie.




Prstencova precipitace

Precipitace k detekci antigenu:
m 1) zvireci serum s protilatkami se napipetuje
do pipetky zabodnuté do plasteliny

m 2) Etyfi ruzné extrakty kmenu se opatrné
prevrstvi na séra (aby se nesmichaly)

m 3) pri pozitivité se na styku tekutin objevi
prstenec — dukaz precipitace




Aglutinace: priklady pouziti

K antigenni analyze: -

= uréeni serotypu u stfevnich patogenu, zejména

salmonel, shigel a yersinii, uréeni nékterych serotypu
Escherichia coli

Provedeni: smichani kmene (nebo jeho suspenze ve
fyziologickeém roztoku) s prislusnym sérem

K primému prikazu ve vzorku se pouziva spise
aglutinace na nosicich (viz dale)

NepFimy priikaz ruznych bakterii (yersinii,
tularémie). Provedeni: v mikrotitracni desticce
s vyuzitim redenych sér pacienta



Antigenni analyza pomoci aglutinace: Prukaz
Enteropatogenni Escherichia coli

= VétSina kmenu E.coli je ,hodnych®. Ze vech
antigennich typu E. coli je 12
,enteropatogennich® (EPEC) - zpusobuji
novorozenecké prujmy.

m Pri testu smichame suspenzi podezrelého
kmene s protilatkami na sklicku. Pozitivita
se projevi jako vznik vlocek. Bylo by nutno
provést 12 testu s ruznymi protildtkami. V
praxi ale pouzijeme polyvalentni séra:
nonavalentni obsahuje protilatky proti 9
typum EPEC, trivalentni proti dal$im 3.



Prukaz EPEC -
vysledek




Aglutinace k prukazu protildtek v
mikrotitracni desticce

Pozitivni - nepravidelny chuchvalec
(aglutinat)

Negativni - malée pravidelné kolecCko
(neaglutinované bakterie sedimentuji na dno)

@ =@ J=

I'Titr = nejvyS8Si fedéni s pozitivni reakci. Prvni dulek je
reden 1: 2, druhy 1 : 4 atd.




Priklad vysledku: aglutinace
k 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
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Konkrétni ukazka

www.medmicro.info

V prvnim sloupci jsou
kontroly, vlastni reakce
zacina od druheho
sloupce
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Aglutinace na nosicich

Je to vlastné precipitace prevedena
na aglutinaci pouzitim nosice
(Cervena krvinka, latexova Ci
polycelulozova castice).

Pouzivame ji tam, kde pracujeme
s koloidnim (makromolekularnim)

antigenem




Aglutinace na nosicich - vyuziti

Primy prikaz ve vzorku

= prUkaz antigenU bakterii, které zpusobuji zanéty
mozkovych blan, primo ve vzorku mozkomisniho
moku

Antigenni analyza s kmeny bakterii
= skupinové uréeni streptokoku
= urceni antigenniho typu u Haemophilus influenzae
= uréeni seroskupiny meningokoku aj.

K neprimému prikazu méne casto, prikladem
je reakce TPHA k prukazu protilatek u syfilis



Treponema pallidum hemaglutinace
(TPHA) k prukazu syfilis

m Pouzijeme Cervene krvinky, na ktere je
navazan antigen T. pallidum (pnes se v tomto testu

cervené krvinky nahrazuji polycelulozovymi casticemi — v tom pripadé jde
o TPPA (T. p. polyceludzova aglutinace)

» Jde o nepfimy prukaz, ale nepouziva se fedéni
a nezjistuji titry. Jde o tzv. screeningovou
reakci a pripadna pozitivita se dale ovéruje
spolehlivéjSimi metodami

2O =




Ukazka vysledku TPHA

= V hornim radku jsou
pozitivni kontroly od
vysoce pozitivni (+++)
po hranicni (+/-)

m Ve druhém radku jsou
negativni kontroly

m Vysledky se odecitaji |
v dalsich radcich, vzdy
ve ctvrtém sloupci.
Pacienti 1, 2 i 3 jsou
negativni.




Komplement

m soucast
nespecifické
humoralni
Imunity

m slozity
kaskadovy
system

http://img.tfd.com/dorland/thumbs/complement.jpg



Komplementfixace (KFR)

Komplement = slozka imunitni
reakce

PotrebUJeme pracovat s presné
odmeérenym mnozstwm komplementu,
proto pacientuv vlastni komplement
pred reakci inaktivujeme a do reakce
pouzivame komplement morceci

m Komplement neni schopen vazat se
na samotny antigen ani na
samotnou protilatku

m Komplement je schopen vazat se
pouze na KOMPLEX obou



Princip komplementfixace

m Komplement se vaze na komplex
antigen-protilatka (nezustdva zadny
volny komplement) To ale neni videt.

m Proto pouzivame tzv. indikatorovy
komplex - berani erytrocyty + kraliCi
protilatky proti nim (tzv. amboceptor).
Pokud zbyl volny komplement, navaze se
na indikatorovy systém a dojde k
hemolyze



1.

2.

Pokus k ovéreni funkce
komplementu

Amboceptor = kraliCi protilatka proti

beranim erytrocytim

Berani ery + amboceptor bez komplementu

> neni hemo

Berani ery +
> neni hemo

yza (chybi komplement)
komplement bez amboceptoru

yza (chybi protilatky)

. Berani ery + komplement + amboceptor

-> hemolyza (vSechny slozky pritomné)

Kralici ery + komplement + amboceptor 2
neni hemolyza (chybi ,ten spravny" antigen)



Princip KFR (negativni, pozitivni)
i - @
antigen

188 19 =

antibody
protilatka

vazany - bound volny - free

2ea @2 &8 ¢

berani ery
NO HEMOLYSIS HEMOLYSIS sheep RBC

NENI HEMOLYZA | HEMOLYZA ]

@ amboceptor




Problémy s KFR

m Prilis mnoho komplementu = falesna
negativita. Co délat? Titrovat
komplement (viz dalsi obrazovka)

m Nektera slozka séra sama o sobée
vyvazuje komplement (slozka
antikomplementarity): falesne pozitivni
vysledky. Co delat? Provest test
antikomplementarity. Je to vlastne
,nhormalne" provedena reakce, ale bez
antigenu



Test antikomplementarity
SERUM NOT OK SERUM OK

vazany - bound . volny - free antibody

protilatka

NO HEMOLYSIS | HEMOLYSIS berani ery
NENT HEMOLYZA | HEMOLYZA ]"

@ amboceptor




Titrace komplementu

m Pro reakci potrebujeme mnozstvi
morceciho komplementu, které neni
moc velké ani malé.

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



Pouziti KFR

m KFR Ize pouzit pro diagnostiku mnoha,
zejmeéna virovych infekci
m Jako ijiné serologické reakce se KFR

pouziva k prukazu antlgenu Ci
protilatky. CasteJS| je prukaz protilatky.

m Berme to tak, ze mame laboratorni
antigen, ktery konfrontujeme se sérem
pacienta (kde hledame protilatky)



Praktické provedeni KFR

KFR se provadi v mikrotitracni desticce.

U prukazu protiladtek se zpravidla postupuje
nasledovné:
= pacient ma cely radek (u parovych sér 2 radky
— jeden na prvni, druhy na druhy vzorek)

= v prvnim dilku (nalevo od cary) je test
antikomplementarity (musi byt hemolyza, jinak
nutno opakovat)

= v dalSich dtlcich (napravo od c¢ary) je vilastni
test s ruzné redénymi séry
= U vlastnich testu (napravo od ¢ary) plati:
tecka = pozitivita, hemolyza = negativni



Ukazka KFR toxoplasmozy

Vlevo od cary jsou testy

antikomplementarity.
Predredeéni sera je 1:10,
daldi dulky maji redéni
1:20, 1:40 atd.
Pozitivni je pacient 1
(titr 1:80), a pacienti 2, T b
3,4,6, 7 (titr 1:20, u 3 Wl ,f*,?’f,.. D
,,;-. p"-‘d"*‘g S t”

a 4 mozna 1:40). I
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Ostatni pacienti jsou Vmt o w ~

negativni (nemaji ; hﬁ_,,:__k ,w% “.,
protilatky) |
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Dekuji za pozornost



