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Dnes mame na programu

m Kratky prehled interakci
makroorganismus — mikrob

m Struény prehled imunologie s durazem
na postaveni antigenu a protilatky
v imunitnim systému

- Vyznam antigenu a protllatky Dro
Clovéka, prubéh protilatkové odpovédi

m \Vyuziti existence interakce antigen -
protilatka v praktické mikrobiologicke
diagnostice (prvni cast) - praktika




Interakce mikrob -
makoorganismus: obecne I

m Mezi jakymikoli dvema
komunikujicimi organismy mohou
existovat interakce: mikrob - mikrob,
makroogranismus — makroorganismus.

m Nas v tuto chvili zajima intergakce mezi
mikrobem (mikroorganismem) a
hostitelskym organismem (cClovek,
ale i zvire, rostlina, jiny mikrob...),
ktera ma jista specifika




Interakce mikrob -
makoorganismus: obecne II

s MuUZe to byt

m kooperace (cClovék poskytuje utociste
strevnim escherichiim a ty se mu za to
odvdédi tvorbou vitaminu)

m vztah vyhodny jen pro jednoho,
druhemu vsak nijak neskodi

m oboustranné indiferentni vztah

m antagonisticky vztah (v dusledku
vzdy oboustranny) - virulentni kmeny




Interakce mikrob -
makoorganismus: obecne III

Mnohé ze vztahu, o kterych byla Feé, souvisi |
S potravnimi retezci:

m komenzalismus - déleni se o potravu (napr.
nasi strevni komenzalove)

- saprofytlsmus — ziskavani energie ze
zbytku (napf. odumrelych epitelii)

m parazitismus - dlouhodobé a postupneée
ziskavani energie ze zivych bunek jineho
organismu (x predace, ktera je jednorazova, kratkodoba)

Virulentni mikroby jsou zpravidla parazitické.

Nemusi ale byt — skodlivost neni primo
vazana na ziskavani potravy.




Patogenita a virulence

m Patogenita je vilastnost urC|teho
druhu mikroorganismu zpusobovat
postizeni makroorganismu. Obligatni
patogeny jsou patogenni vzdy,
oportunni jen za urcitych okolnosti

= Virulence je vlastnost urciteho

kmene. V ramC| patogennlho druhu
mohou byt ruzné virulentni kmeny

m Proti virulentnim kmenum se
makroorganismus brani




Interakce mikrob -
makoorganismus: mikroby

napadajici cloveka

m Mikroorganismy, které napadaji cloveka, jsou
vybaveny ruznymi faktory virulence - jsou to
faktory, které zajistuji schopnost mikroba
promknout do organismu. Nejcasteji to byvaji
ruzné enzymy, toxiny, bakteridlni pouzdro aj.

= Makroorganismus se mikrobum brani fadou
o ’ (@) (@) v ’
ruznych zpusobu. Jde vzdy o to, zda se vice
prosadi faktor virulence mikroba, nebo
mechanismus obranyschopnosti
makroorganismu




Imunologicky prehled

m Imunologie coby veda o mechanismech
obranyschopnosti Uzce souvisi

s mikrobiologii jako oborem, ale i

s mikrobiologickou diagnostikou.
Historicky se imunologie zrodila ,z IUna
mikrobiologie™ jako jeji podobor, pozdeji
se osamostatnila a posunulo se jeji
tezisté: vedle obrany proti infekci se
dnes zabyva autoimunitou,

protinadoroveé imunité, a podobne.




Nechci 1ézt imunologim do
jejich zeli...

m ... ale neubranim se alespon kratkemu

prehledu mechanismu obranyschopnosti
organismu

m nevim totiz, co vSe z této oblasti vite Ci nevite

m nektere veci z toho, co ted uslysite, budeme
potrebovat v dalsich castech vykladu

= a konec koncu, ,repetitio mater studiorum®
(opakovani matkou moudrosti)




Zakladni rozdeéleni
. O
mechanismu
obranyschopnosti organismu

Anatomicke bariéry a funkcni
mechanismy

_ Nespecificka Nespecificka
3 5 |bunéind 4tkova

S = | Specificka Specificka
& = | bunééna latkova




Anatomické bariéry a
funkcni mechanismy

Ov v Ovrs : 20
= Kuze - neporusenou kuzi pronika jen
malo mikrobu

m Sliznice - zranitelnéj)él', ale zase ma

Spoustu mec

m Funkcni mec
kychani, kas

hanismu, jak celit infekci
hanismy: pohyb rasinek,

ani, smrkani, zvraceni,

prujem, moceni (vypuzeni proudem

moce)

m Prostfedi nevyhovujici mikrobum: nizké
posevnl pH, zvysena teplota u viroz

apod.




1 - vnéj&i hradba (kdze) Hrad Imunstejn
2 — vnitrni opevnéni (hematoencefalicka bariera)

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

4 - stoka (teoreticky moznost vniknout dovnitr, ale
proud odpadni vody brani vniknuti)

5 — obranci hradu (bunécna imunita)

5 b vervam horke vody pres hradby (vylévani
produktl toxickych pro Utoc¢nika, humoralni imunita)




Nespecificka bunécna imunita

s neutrofily - je jich nejvic, kratka zivotnost,
nedeli se, musi "uzrat" nove

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

= eozinofily - zmnoZeny u nékterych typu
alergie a u infestaci Cervy

s bazofily (v krvi) / mastocyty (ve tkanich) -
po aktivaci (kontaktu s cizorodym
materialem) uvolnuji histamin a jine latky

s z lymfocyttiit NK-bunky (z angl. natural
killer) primo, bez imunizace zabijeji cizorodé
nebo i vlastni, ale "zvrhlé" bunky (nadorove,
nakazene)




Ruzné typy bilych krvinek
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Nespecificka humoralni
Imunita 1

- m Histamin a dalsi latky uvolnované bazofily -
rozvoj takzvanych atopickych priznakd -
ryma, astma, koprivka

s Komplement = 7 - 10 % sérovych
globuling, hlavné z B-frakce; muze byt
aktivovan nespecificky (pomalu) nebo pomoci
protilatek (rychle). Funkce:
= chemotaxe - "prilakani" bakterii
m opsonizace - "ochuceni" bakteérii, aby "chutnaly"

leukocytum

= podil na niceni baktérii a jinych cizorodych
faktoru




Nespecificka humoralni imunita 2

s Interleukiny - produkovany ruznymi
leukocyty po kontaktu s C|zorodym
materidlem, mnoho typu, funkce:
= horecka (protoze zvysena teplota nici nekteré
mikroby, zejmeéna viry)

= mobilizace nékterych hormont a naopak
utlumeni téch, které nejsou pri infekci potreba

s spousta dalSich vlivli na chovani makroorganismu

s Lymfokiny - produkovany nekterymi
lymfocyty, funkce:
= "prilakani" a aktivace bunek, zodpovédnych za

zanéet (neutrofily, makrofagy)
= podpora mnozeni aktivovam’/ch lymfocyti

= Interferon — Udinny proti virum a nékterym
nadorum




Specificka bunécna imunita:
zamerena hlavneé na nitrobunecne
parazity (viry, TBC)

m Lymfocyty - vznik v kostni dreni,
vyskytuji se hlavne v miznich uzlinach a
slezine, pri kontaktu s cizorodym
materialem se zacnhou mohutné mnozit

m T-lymfocyty - zraji castecne v brzliku -
jsou zodpovedné za bunécnou imunitu

s B-lymfocyty (v krvi) / plasmatickeé
bunky (v lymfoidnich tkanich) - produkuji
protilatky specificky proti "svym"
antigenum (viz dale)




Specificka latkova imunita -
nejdrive co je to antigen a
protilatka

Co je to antigen?

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

m je to vzdy makromolekula (bilkoviny,
polysacharidy, nukleové kyseliny); malé
molekuly jsou antigenni jen po navazani
na makromolekulu




Priklady antigenu

mmikrobidlni antigeny (ruzné povrchové
struktury mikrobu - bilkoviny, polysacharidy
apod.)

malergeny - antigeny ze zevniho prostredi,
které vyvolavaji precitlivelost

mautoantigeny - vlastni antigeny, kterée se
zmenily a imunitni systéem je prestal tolerovat

mnadorove markery — zménéeneé znaky na
nadorovych bunkach

mhistokompatibilni (HLA) - antigenni znaky na
vlastnich bunkach, vyznam pri transplantacich,
urceni otcovstvi. Organismus jimi rozeznava
"svoje" od "ciziho"




Protilatka (specificka humoralni
imunita)

s protilatky — gama globuliny,
v seru i tkanich, produkovany B-
lymfocyty. Protilatka se vzdy vytvari
jako odezva makroogranismu na
podrazdéni urcitym mikrobem.
s ucinky:
= piimé zneskodnéni - mozné jen u vird
a bakterialnich jedu, ne vsak
(zpravidla) u celych bakteérii
m opsonizace ("ochuceni" bakterii)
m posileni funkce komplementu







Tridy protilatek

IgG - nejvetsi cast protilatek, zacnou se
tvorit pozdeji, ale po prodelané infekci
zustava celozivotné urditd hladina IgG proti
danému mikrobu; a hladina ukazuje na
chonic. infekci; prochazeji placentou

IgM - velka molekula, placentou
neprochazeji; tvori se jako prvni pri infekci i
ockovani; a hladina ukazuje na cCerstvou
infekci, nepretrvava dlouho

IgA - hlavné na sliznicich (slizni¢ni imunita)
IgD - stopova mnozstvi, funkce malo znama
IgE - souvisi s precitlivelosti (alergii)




Ruzn¢ funkce protilé}ek

SPECIFIC ANTIBODY

Example: Bacterial toxins Neutralization Ingestion by
IgA macrophage
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Protildtky a prubéh infekce

m pri infekci se jako prvni tvori IgM,
jejich hladina ale brzo zase klesa
m az pozde€ji se zacinaji tvorit i IgG,
pretrvavaji vSak dlouhodobé az

celozivotné

Protilatky a materstvi

m Pri harozeni ma novorozenec
nejprve IgG od matky

m pak si sam zacne tvorit své vlastni
IgG a pak i IgM




Lymfoidni tkané — kde se
soustreduji bunky imunitniho systému

s lymfatické uzliny, slezina -
obsahuji hlavné T-lymfocyty a
plasmaticke bb.

m roztrouseneé lymfoidni tkané
vsude ve sliznicich, nekde méne,
nekde (Cervovity vybézek slepeho
streva) vice

m pro imunitu nepostradatelna jatra




Poruchy imunity

m Kvantitativni ,minus™:
imunodeficity (vrozené cCi ziskané)

m Kvantitativni ,,plus™: premrsténa
imunita, alergie a jim podobné reakce

= Kvalitativni: imunita pusobi proti
tomu, proti cemu nema (autoimunita,
napadajici vlastni bunky)




Imunodeficity (nektere slozky imunitniho
systému chybeji nebo jsou defektni) - 1

m Deficity nespecifické bunécné imunity (tj.
hlavné ruznych bilch krvinek kromé
ymfocytu)
= sklon ke koZnim infekcim a abscesum
m |é¢ba: transflize leukocytarnich koncentratu
m Deficity nespecifické humoralni imunity
(hlavne komplementu)
= sklon k bakterialnim infekcim
= [éCba: mrazena plasma (obsahuje komplement)




Imunodeficity (nektere slozky imunitniho
systéemu chybeji nebo jsou defektni) — 2

m Deficity specificke bunecne imunity (T-
lymfocytu)
s sklon k infekcim virovym, parazitarnim,
plisnovym, tuberkuloze
m do této skupiny patri i AIDS
m Deficity specificke humoralni (= protilatkové)
iImunity
s chybi nékteré imunoglobuliny, sklon ke vsem
infekcim, hlavné bakterialnim
m |écba: pacientovi se dodaji Cisténé
imunoglobuliny, nejlépe lidské




Imunologicka precitlivelost

je chorobny stav nadmeérné imunity

" m Alergie casneého typu - atopicka onemocnéni

= po kontaktu s alergenem (pyl, prach, roztodi,
chlad, pllsne potraviny) se uvolni IgE, hlstamln a
latky rozsSirujici cévy

= projevy mohou byt ruzné, i podle typu
kontaktu

alergicka ryma

atopické astma ("zaducha" v prudusgkach)

atopicka dermatitida (koprivka)

prujmy, zvraceni, bolesti bficha

anafylakticky sok — nejzava znéjsi, pri proniknuti

alergenu do krevniho obéhu




Dalsi typy precitlivélosti

m Precitlivélost pozdniho typu
m souvisi s bunécnou imunitou
m po setkani se znamym antigenem se projevi se
zpozdenim (24 - 48 h)
= neinfekéni zanéty kuZe - napF. po chemikaliich;
odvrhnuti stepu (nekdy az po letech); vyuziti:
tuberkulinova zkouska
m Precitlivélost cytotoxicka a imunokomplexova

s bunky poskozeny specifickymi protilatkami a
Je_]ICh komplexy s antigenem (|munokomplexy) -
napr.: transfuznl reakce, sérova nemoc,
hemolytické anémie

m Precitlivélost stimulacni

. preC|tI|veIost vyvoIava nadprodukci nekterych
hormonuU (napf. $titné Z1azy)




Nemoci z autoimunity

A4 / 4 n O
m porusena tolerance vlastnich antigenu

m napf.: ruzné krvacivé a revmatické
nemoci

m pricina: zpravidla jista antigenni
,podobnost” nekterych vlastnich struktur
s nekterymi mikroby




Imunoterapie (leceni
imunopreparaty)

(profylaxe, prevence i leéceni chorob)
s Imunizace - bude probrana pristé

s Imunosuprese - potlaceni imunitnich
reakcl - u nadmerne nebo spatne imunity

s Imunostimulace - povzbuzeni
nedostatecne imunity

s Desenzibilizace - podavaji se
mikrodavky antigenu, aby si na né
organismus "zvykl|" a nereagoval
prehnané; davky se postupné zvysuji




’ N 7

Uvodem k druhé ¢asti

. mV této casti se jiz budeme zabyvat

mikrobiologickou diagnostikou, ale
vyuzijeme to, co jsme si rekli v Casti
prvni. Nejvic si pamatujme to, co
jsme se dozvedeli o specificke
humoralni imunité: je zalozena na
interakci antigenu (v_ pripadeé
mikrobialnich antlgenu jde o
povrchovou cast téla mikroba)

s protilatkou (imunoglobulinem,
ktery je tvoren makroorganismem.




Pro zopakovani:
Metody lekarske mikrobiologie

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

s Neprimé metody: detekce protilatek

oroti mikrobovi. Pozitivita = mikrob

potkal hostitele v minulosti (nevime, zda

ored tydny / mésici / roky)




Typy mikrobidlnich patogenu

s Snadno kultivovatelné a
mikroskopovatelné (stafylokoky,
escherichie). Staci poslat vzorek ,na
bakteriologii®, a ono z n€j néco vyroste

m Kultivovatelné / mikroskopovatelné
specialnimi metodami (mykobakteria,
mykoplasmata...)

s Nekultivovatelné (nebo jen velmi obtizné):
pouzivame zpravidla neprimy prukaz
(spirochety, vétsina viru)




Antigen a protilatka -
opakovani

Antigen = makromolekula pochazejici
z ciziho organismu: rostliny, mikroba,
jineého zivocicha. V mikrobiologii nas
zajimaji mikrobialni antigeny = casti
mikrobialniho téla, které vzbuzuji
v hostiteli antigenni odpovéd’

Protilatka = imunoglobulin, tvoreny v téle
hostitele jako odpoved na antigenni vyzvu
(samozrejme nejen u Cloveka, ale i u
zvirat)




Dva zpusoby, jak to vyuzit:
Prikaz antigenu: laboratorni protilatky

(zvireciho plvodu)+ vzorek pacienta

nebo kmen mikroba. M// M//

Prima metoda .

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

sliny, likvor) pacienta //
- B

Neprima metoda H




Prukaz antigenu a antigenni
analyza

m V ramci prukazu antigenu (tedy
primého prukazu) Ize jesté dale rozlisit
dva podtypy:

= Primy prtikaz antigenu ve vzorku,
napriklad ve vzorku mozkomisniho moku

= Antigenni analyza (identifikace) kmene,
izolovaného ze vzorku (napriklad kmene
meningokoka)
m U neprimého priukazu naopak vzdy
pracujeme se vzorkem, a to se vzorkem
séra, kde hledame protilatky




Interpretace

m Prukaz antigenu (vcetne antigenni
analyzy) je prima metoda. Pozitivni
vysledek znamena pritomnost mikroba
v téle pacienta

m Prukaz protilatek: je to nepfima metoda.
Nicméné jsou zpusoby, jak alespori
odhadnout, kdy priblizné se mikrob
s telem pacienta setkal:

m Mnozstvi protilatek (relativni - titr)
m Trida protilatek: IgM/IgG (vice v dalsich pr.)
m (Avidita protilatek)




Jak tyto informace zjistit

m Akutni infekce: velké mnozstvi
protilatek, prevazne tridy IgM 1

m Pacient po prodélane infekci: mala
mnozstvi protilatek, hlavne IgG
(imunologicka pameét) 2

m Chronicka infekce: rdzné moznosti




Jak provest reakci
 kvantitativne"

m Je velmi tézkeé zjistit koncentraci
protilatek v jednotkach mol/l, mg/I apod.

m Ale da se délat jina véc: mnohonasobné
redit pacientovo serum.
= Reaguje-li i po mnohonasobnem redéni > =
v séru je velké mnozstvi protilatky
= Reaguje jen pri nevelkém zredéni séra > ->
jen malé mnozstvi protilatky




Obvykly zpusob Fedéni:
Geometricka rada

m MuZeme vyjit z nefedéného vzorku séra

= V prvni zkumavce smichame se stejnym
objemem diluentu (FR), = redéni 1 : 2

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

m Jedna polovinaz1:4... 2> 1 k1S

m Pokud vyjdeme z predredeného vzorku
sera (napr. 1 : 10), postupuje redéni od
tohoto predredéeni (1 : 20, 1 : 40, 1 : 80).




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




Zapamatujte si:

m Veskere ,srandicky" typu titry, tridy
protilatek, zjistovani avidity, slouzi k
odliseni akutni infekce, chronické infekce
a stavu po davno prodelané infekci.
Tykaji se pouze neprimého prukazu!

s PFimy pritkaz totiz primo prokazuje v
téle pacienta cast patogenova organismu.
Neni tedy nutné Zadné dalsi upresnéniu




Typy serologickych reakci a
jejich zpusoby vyuziti

slozky

- Prtikaz Antigenni | Neprimy
antigenu |analyza |priukaz
Aglutinace obcas casto nekdy
Precipitace malokdy malokdy |obcas

KFR casto (viry) |ne casto (viry)
Neutralizace |obcas ne casto
Znaceneé velmi Casto |vyjimecné |velmi casto




Precipitace, aglutinace,

Ibh 471

aglutinace na nosicich

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

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

m Aglutinace na nosicich: Plivodné
izolované antigeny jsou navazany
na nosic (latex, erytrocyt,
polyceluloza)




Schematickeé
rozdily

1 — precipitace
2 — aglutinace

3 — aglutinace na nosici




Aglutinace k priméemu
prukazu

= Prukaz antigenu ve vzorku

m Aglutinace mozkomisniho moku pomoci
komercné dodavane soupravy
(v praktiku uvidite video)

m Antigenni analyza kmene

m Sklickova aglutinace ¢i modernéjsi na
kartonovych kartickach (salmonely,
EPEC, hemofily, meningokoky...




Priklad: Antigenni analyza
Enteropatogenni Escherichia coli

s VétSina kmenu Escherichia coli je
_hodnych"

m Ze vdech antigennich typu E. coli je asi 12,
ktere jsou ,enteropatogenni® — mohou delat
novorozeneckéeé prujmy

= Pouzijeme polyvalentni sera: nonovalentni
obsahuje protilatky proti deviti typum EPEC,
trivalentni proti dalsim trem. Zakal = pozitivita

s Pokud jedno ze sér (A Ci B) je ,,+", musime
pokracovat s tri- a monovalentnimi sery

m Je vam jasné, proc tu neurcujeme titry?




Aglutinace k nepriméemu
O
prukazu

m Reakce ve zkumavkach
m Kdysi klasicka, dnes spise vyjimecneg,
napr. Widalova reakce u brisniho tyfu
m Mikroreakce v plastove mikrotitracni
desticce
m Ve vétsine situaci nahradila klasickée
zkumavkove reakce. Pouziva se napr. u
tularemie, yersinii a mnoha dalsich
m Pouziva se i v pripade aglutinace na
nosicich, napr. u TPHA




Priklad: aglutinacni rekace na

prukaz protildtek u tularemie
(ze stranky www.medmicro.info):

V prvnim sloupci
jsou kontroly,
vlastni reakce Sl ol sgd's:
zadina od druhého @B @9 ©
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Vzhled pozitivhich a negativnich
jamek u tohoto typu aglutinace

@ =[G J=

Pozitivni - nepravidelny chuchvalec
Negativni - malé pravidelnée kolecko




Treponema pallidum
haemaglutinace (TPHA)

m Pouzijeme Cervene krvinky, na které je
teprve navazan vlastni antigen T. pallidum

(Dnes se v tomto testu cervené krvinky nahrazuji polyceluléozovymi
casticemi — v tom pripadé jde o TPPA (T. p. polycelul. aglut.)

m Tato reakce je sice nepfimy prukaz, ale
nepouziva se redeni a nezjistuji titry. Je to
totiz screeningova reakce a pripadna
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Demonstrace

TPHA
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Precipitace k primému
prukazu

m Dnes uz se prakticky nepouziva. Jen
pro zajimavost uvadime dnes uz
historickou reakci k antigenni
analyze kmene streptokoka

= Timto testem se z nékolika kmenu
vybiralo, ktery je pozitivni v reakci
se specifickym antisérem (tj. ktery
nalezi k dané seroskuping)




Prstencova precipitace

m Precipitace k detekci antigenu:
m 1) zvireci serum s protilatkami
m 2) &tyfi rdzné extrakty kmenu

m 3) pozitivita: na styku tekutin
prstenec
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Precipitace k prukazu
protilatek

m Dnes uz se také pouziva mnohem
meéne nez drive, presto néjaka
uplatnéji ji jes$té zustala
= Precipitace v dulcich panelu, napf. RRR

(zvlastnosti jsou zde tzv. heterofilni
protilatky)

m Precipitace v agaru, napr. dle
Ouchterlonyho




Priklad precipitace: RRR
(rychla reaginova reakce)

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

m Takovym reakcim rikame prikaz
heterofilnich protilatek - jsou to tedy
protilatky, které nejsou zamerene prot;
antigenu mikroba, ale proti jinému
antigenu, ktery je v dobé vyskytu mikroba
pritomen v téle pacienta




Demonstrace jineho typu
precipitace

Tzv. mikroprecipitace v agaru dle Ouchterlonyho




Pro dnesek dekuji za
POzornost
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