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Modul A: neprimy prikaz mikrobi

Spolecné vSem témto metodam je, ze nehleddme piimo mikroby, ale stopu po jejich pfitomnosti v téle v podob¢ protilatek. DEl4 se to
tehdy, kdyz piimy pritkaz je obtizny nemozny, bud’ proto, Ze mikroba Ize jen obtizné€ pozorovat v mikroskopu a kultivovat, nebo
proto, ze nevime, kde pfesné v téle mikrob je, a tak neni mozné odebrat vzorek, ve kterém bychom ho mohli dokazovat. Nepiimy
prikaz ma tu vyhodu, ze bez ohledu na to, kde se mikrob nachézi, pouzijeme vzdy jeden typ vzorku — sérum (tj. to, co zbude z krve,
kdyz se srazi krvinky a slozky koagula¢ni kaskady). Na druhou stranu ma nepiimy prikaz i nevyhodu: protilatky jsou v téle i dlouho
po prodélané nemoci. Proto se snaZzime zjistit nejen to, jestli protilatky v téle jsou anebo nesou, ale také kolik jich je a jak se jejich
mnozstvi zméni v ¢ase, piipadné také ke které tfidé patfi.

Al — Stanoveni protilitek proti viru kliSové encefalitidy tzv. komplementfixacni reakci
Komplementfixacni reakce méa pomérné slozity princip, ktery neni tieba znat. Pro nase ticely staci védét, ze v reakcei pouzivame ovci
¢ervené krvinky, a ze tyto krvinky v pozitivnim piipadé sedaji na dno dilku (je vidét Cervena tecka), kdezto v negativnim se rozlozi
(neni vidét nic, resp. ve skuteéné reakci by byla vidét rizova tekutina; z pochopitelnych divodl uvidite pouze model, v mikrotitra¢ni
desti¢ce jsou misto skuteénych ¢ervenych krvinek te¢ky barvy).
Mnozstvi protilatek v séru neurcujeme v miligramech nebo milimolech na litr, ono to ani nejde. UrCujeme takzvany titr, to je nejvyssi
fedéni séra, které jesté reaguje s piislusnym antigenem. Cim vickrat se sérum neché ziedit, aby jesté reagovalo (= ¢im je vyssi titr),
tim vice je v séru protilatek. V naSem pripade¢ je titr takové fedéni protilatek, pfi kterém je v prislusném dilku jesté pozitivni reakce
(tecka), ale v nasledujicim dulku uz je reakce negativni (tecka chybi). Hodnoti se ale nejen titr, ale i jeho zména za dva tydny;
vétSinou se prvni sérum uschova a vySetii se zaroveil s druhym. Na desti¢ce mate prvni sérum vzdycky oznacené ,,I* a druhé sérum
»11“. Porovnava se vzdycky sérum ,,I* a sérum ,,II* od stejného pacienta. Za €erstvou infekcei 1ze povazovat pripad, kdy

eV prvnim vzorku séra jesté protilatky nejsou (jesté se nestihly vytvofit), ve druhém ano. Nebo

e  Protilatky jsou v obou vzorcich, ale ve druhém je jich nejméné Ctytikrat vic nez v prvnim. Nebo

e  Protilatky jsou v obou vzorcich, ale ve druhém je jich nejméné Ctyfikrat méné nez v prvnim. Nebo
Pokud protilatky sice jsou v obou vzorcich, ale je jich malo a jejich mnozstvi se neméni (nebo se zméni jen dvakrat, coz mtze byt
nahodny vykyv), interpretuje se vysledek jako prodélana (nikoli cerstva) infekce.
V prvnim sloupci je takzvana kontrola antikomplementarity. Pokud by nékde v ni byla tecka, znamenalo by to, Ze sérum bylo Spatné a
vysledek nelze hodnotit. Od druhého sloupce zacina fedéni séra od 1 : 10 dal.
Zakreslete vysledek, zapiste titry a jejich pfipadné vzestupy ¢i poklesy. U negativnich sér (v fadku neni viibec zadna tecka) titr
proskrtnéte a vysledek interpretujte jako negativni. Pokuste se interpretovat priikaz protilatek u Sesti pacienti. Az pak oteviete list se
spravnou interpretaci a zapisSte ptipadné opravy.
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A2 — Stanoveni protilatek proti prvokovi Toxoplasma gondii reakci ELISA

Reakce ELISA patfi k modernéj§im reakcim, nez je komplementfixace. Umi rozlisit protilatky riiznych tfid. Z toho divodu se u ni
zpravidla nepocitaji titry. Reakce se opét provadi v plastové mikrotitra¢ni destice, tentokrat se ale se sérem kazdého pacienta pracuje
jen v jediném dulku. Pozitivni reakce se projevi barevnou zménou. Mira této barevné zmeény se odecita ve spektrofotometru jako
absorbance. Tim se tedy barevnost pfevede na urcité ¢islo. Odecitajici pak uz nepracuje s ptivodni destickou, ale se ,,sjetinou’ ze
spektrofotometru. Tuto ,,sjetinu’ budete mit k dispozici i vy.

Desticka vzdycky obsahuje od vyrobce dané kalibra¢ni hodnoty, takzvané ,,cut off, tedy hodnota, nad kterou je reakce pozitivni a
pod kterou negativni. VEtSinou je ,,cut off ve dvou dilcich a pro dalsi vyhodnoceni se pracuje s jejich prumérem.

Zkuste tedy spocitat cut off (jako primér obou dulkt ,.c. 0.“), provéfit, jestli je pozitivni kontrola opravdu pozitivni (= vyS$si nez cut
off) a jestli je negativni kontrola opravdu negativni (= nizsi nez cut off). Poté porovnejte s hodnotou cut off i absorbance pacient. To
vse proved'te pro IgA (u toxoplasmosy se vySetfuji misto IgM, také znamenaji Cerstvou infekci) a IgM.
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K jednotlivym pacientim mate jesté k dispozici nasledujici tidaje

P: screening u 29leté t€¢hotné Zeny, bez klinickych potizi, doma dvé kocky

Q: screening u jiné, 24leté t€¢hotné Zeny, rovnéz bez klinickych potizi, kocky nema

R: 21leta studentka, travici sviij volny ¢as putovanim po lese, zadné kocky, pied dvéma tydny tnavnost, zvétSené lymfatické uzliny
S: 65lety diichodce, Zije na vesnici, jeho konickem je prace na zahradg, ptes kterou ¢asto chodi kocky; symptomatologie
chorioretinitidy, jini v uvahu ptichazejici pivodci kromé Toxoplasma jiz vylouceni
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Modul B: testovani antibiotické citlivosti

B1 — Difusni diskovy test

Je to nejbéznéji pouzivany test, ve kterém se porovnavaji velikosti zon s tzv. referenéni zoénou citlivosti.

Pokud je namétené zona vétsi nez hranicni, da se kmen povazovat za citlivy, pokud je mensi, je rezistentni

Vyhodnot'te citlivost na jeho antibiotika pro dva kmeny na stejnou sestavu antibiotik (do ,,citlivy ¢i rezistentni® piste ,,C* nebo ,,R*)

Zkratky a nazvy antibiotik Kmen A Kmen B
Zo6ny se méfi v milimetrech, a jde o | Hranicni | Namétend | Citlivy ¢i | Hraniéni | Namétend | Citlivy ¢i
priaméry, nikoli poloméry! zona z6na rezistentni zona z6na rezistentni

B2 — Mikrodilucni test

Dilu¢ni mikrometodou (mikrodiluénim testem) stanovujeme MIC v destickach, jejichz dilky obsahuji stoupajici koncentrace

antimikrobidlnich latek. Desticka se naockuje suspenzi testovaného kmene bakterie a kultivuje se pies noc pii 37 °C. Riist bakterie se

projevi zakalem v dilcich desticky nebo te€kou ze sedimentovanych bakterii. (V nasem piipadé je zakal znazornén zelenou teckou)

Prvni jamka, v niz doslo k inhibici rastu a ktera je tudiz bez zékalu, udava MIC daného antibiotika.

«» Zakrouzkujte vSechny ,,Cisté* dilky (tj. bez zakalu, respektive bez tecky)

¢ Dvojitym krouzkem oznacte nejspodnéjsi z dlka bez zakalu (minimalni inhibi¢ni koncentrace)

+ Pro kazdé antibiotikum porovnejte hodnotu MIC s breakpointem (oznaceno >X<) a rozhodnéte, zda je dany kmen na dané
antibiotikum citlivy (C) nebo rezistentni (R).

+ Pokud jsou u ur¢itého antibiotika vSechny dtilky zakalené, nezakrouzkovavejte nic a napiste ,,R“. MIC je v tomto ptipadé
vy$si nez nejvyssi hodnota zapsana v tabulce.

« Pokud neni u urcitého antibiotika zakaleny zadny dtlek, zakrouzkujte vSechna Cisla a dvakrat zakrouzkujte nejspodné;jsi,
prestoze skute¢na hodnota MIC mize byt jesté nizs$i. Kmen je v takovém piipad¢ samoziejme ,,C*.

+«+ Napiste plna jména antibiotik, zapiste, do které skupiny patii a jaké jsou vedlejsi Gi¢inky pfi 1é¢bé témito preparaty (dle listd,
které mate na stole)
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KR = kontrola riistu (mé byt vzdy zakalen4, neni tam zadné antibiotikum)
Vysvétleni zkratek antibiotik
Zkr. \ Cely nazev preparatu Skupina \ Nezadouci vedlejsi G¢inky (jsou-li)
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B3 — E-test

Prohlédnéte si materialy tykajici se E-testti a zakreslete si do nasledujiciho obrazku tvar zény citlivosti pii E-testu.
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