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UVOD

Mikrobioldgia je samostatny odbor zaoberajuci sa stidiom mikroorganizmov. Na zaklade
roznorodosti mikroorganizmov, ktoré Studuje, sa Specidlna mikrobiologia deli na
bakterioldgiu, virologiu, mykoldgiu a parazitologiu. Jej stc¢astou su d’alSie pribuzné odbory,
napriklad antiinfek¢na imunologia, zaoberajlice sa odpoved’ou makroorganizmu na pdsobenie
infikujiceho mikroorganizmu, alebo sérologia — veda o diagnosticky vyznamnych

Specifickych molekulach séra a a ich detekcii.

Lekarska mikrobiologia - je odbor, ktory vytvara ndpln Stadijného odboru
Mikrobiologia na lekarskych fakultich a zaoberd sa vztahom mikroorganizmov k ¢loveku,
predovsetkym z hl'adiska ich patogénneho potencidlu. Svojim hlavnym zaradenim patri k
predklinickym odborom $tudia mediciny (na JLF UK). V praktickej medicine je vo velmi
uzkom kontakte s klinickymi odbormi, pretoze sa zaoberd vztahom izolovanych
a identifikovanych mikroorganizmov k ochoreniu c¢loveka v obdobi patogenézy, akutneho
ochorenia, rekonvalescencie alebo chronického ochorenia. Predmetom jej $tadia je vzédjomné
posobenie obrannych mechanizmov makroorganizmu a nastrojov patogenity vyvoldvajiceho
infekéného agensa, Pripodmienecne patogénnych mikroorganizmoch (fyziologicka flora,
nosi¢ské kmene) st to aj zmeny tejto interakcie, teda aj rizikd vyplyvajice zo zlyhania
nesSpecifickych obrannych mechanizmov alebo podmienok prenosu infekéného Cinitel'a na

vnimavych jedincov.

Diagnosticka c¢ast naplne odboru je zakladom vSetkych dalSich cinnosti.
Mikrobiologické vySetrenie je zamerané na identifikdciu infekéného agensa z biologického
materidlu odobraného klinickym pracovnikom na zéklade suboru klinickych priznakov
sved¢iacich o moznom infekénom pdévode (mikrobidlnej etioldgii ochorenia). Laboratoérna
diagnostika pri mikrobiologickom vySetreni rieSi diferencidlnodiagnostické problémy
vyplyvajice z necharakteristickej symptomatologie vacSiny infekénych ochoreni a ochoreni
s mikrobidlnou etiologiou. Klinické priznaky infekcii st spravidla neSpecifické a mozu byt
vyvolané viacerymi mikroorganizmami patriacimi €asto do rozli¢nych taxonomickych skupin.
Okrem identifikacie etiologického Ccinitel'a, pripadne stanovenia jeho citlivosti na lieky
s antimikrobidlnym ucinkom je najvyznamnejSou Castou c¢innosti, ktord vykonava lekar —
klinicky mikrobiolég, spolupraca s klinickym pracovnikom. T4 sa tyka predovSetkym

interpretacie laboratérneho nalezu a Glohy izolovaného a identifikovaného mikroorganizmu v



patogenéze dané¢ho chorobného procesu. Jej stcastou je aj ucast’ na spolurozhodovani pri
vybere etiologickej terapie pacienta, ktorého biologicky materidl bol mikrobiologicky
vySetrovany. Svojimi skiisenostami a poznatkami o mikroorganizmoch a antimikrobialnom
lie¢ive odhaduje klinicky mikrobiol6g vzt'ah medzi vysledkom vySetrenia in vitro a moznym
posobenim mikroorganizmu in vivo. Opakovanym vySetrenim overuje uspesnost’ lieCebnych
postupov, zaznamendva indicie mozného =zlyhania antiinfekénej terapie a pripadne

nevyhnutnost’ jej zmeny.

Informécie o vysledkoch identifikacie a charakteristikach infekéného agensa st
v stanovenych pripadoch predmetom dalSiecho spracovania (hlasenie, konfirmacia
v referen¢nom laboratoriu, uchovanie na d’alSie vySetrovanie) a su podkladom pre dalSie
¢innosti inych zdravotnickych, vedeckych alebo forenznych pracovisk. Tento postup sa tyka
aj situdcii suvisiacich s ohrozenim verejného zdravia a ochranou pred zneuZitim biologickych
prostriedkov na vojnové alebo teroristické ciele. V si€asnosti je ¢innost’” mikrobiologickych
laboratérii a mikrobiolégov zamerana aj na vyhladavanie a identifikaciu objavujicich sa
aznovu sa objavujucich patogénov v stvislosti s meniacou sa Skalou vyvolavatelov
infekénych ochoreni. Ako etiologické agensy sa objavuji nové mikroorganizmy
(emergentné), uplatituju sa podmienecne patogénne mikroorganizmy, znovu sa objavuju
vyvolavatelia pévodne kontrolovanych infekcii z dovodu zlyhania alebo nedostato¢ného
uplatiiovania opatreni ochrany verejné¢ho zdravia (reemergentné), existuje riziko zneuZitia

mikroorganizmov na vojnové ciele (bioterorizmus).



1. LABORATORNA A KLINICKA MIKROBIOLOGIA

Mikrobioldgia je samostatny vedny odbor, ktory skiima javy prebichajuce a navzajom sa
ovplyvilujice na turovni mikrosveta zivych systémov (volnym okom neviditelné zivé
organizmy). Studuje $truktru, metabolizmus, biochemické procesy, nastroje patogenity
a virulencie, pdsobenie na cielové Struktiry a prostredie, citlivost’ na antibiotikd (ATB)
a mechanizmy spdsobujuce rezistenciu mikroorganizmov na ATB.

Lekarska mikrobioldgia je samostatny medicinsky odbor, ktory vo svojej Cinnosti
vychddza z vedeckych poznatkov mikrobiologie. Predmetom lekarskej mikrobiologie su
medicinsky vyznamné mikroorganizmy, ich $truktura, metabolizmus, biochemické procesy,
patogenéza nimi vyvolanych ochoreni, ndstroje patogenity a virulencie, citlivost na
antibiotikd (ATB) a mechanizmy spdsobujuce rezistenciu mikroorganizmov na ATB, ako aj
mechanizmy obrannych reakcii imunitného systému c¢loveka proti mikroorganizmom a ich
laboratérny dokaz. Zakladné skupiny medicinsky vyznamnych mikroorganizmov su:

* baktérie,

* huby,

* prvoky.

Patria sem aj nezivé Struktury schopné vyvolat’ infekéné ochorenie ¢loveka:

* virusy,

* priony
V mikrobioldgii, predovSetkym v parazitologii, sa pouZzivaju mikrobiologické diagnostické
metody na vyskum a $tddium Struktary, zivotnych prejavov a vyznamu aj niektorych
makroorganizmov pri vzniku infekénych ochoreni:

. Cervy
a v procese §irenia infekcie

* ¢lankonozce.

Klinicka mikrobioldgia vyuZiva poznatky mikrobiologie a lekarskej mikrobioldgie na:

* diagnostiku (identifikécia mikroorganizmov),

* terapiu (stanovenie citlivosti na antimikrobidlne latky),

» prevenciu ochoreni mikrobidlnej etiologie
posudenim interakcie nastrojov patogenity, patogénneho potencidlu mikroorganizmov
a obrannych reakcii organizmu proti nim.

V systéme organizacie zdravotnictva tvori klinickd mikrobiologia samostatné laboratorne

oddelenie spolo¢nych vysetrovacich a lieCebnych zloziek (SVLZ). Zakladnym pracoviskom



klinickej mikrobioldgie je oddelenie klinickej mikrobiologie (OKM). Podl'a rozsahu a druhu
vykondvanej ¢innosti méze byt’ oddelenie rozdelené na useky, resp. laboratorid. Pracovisko
klinickej mikrobiologie Specializované na ur€iti ¢innost’ mdze byt vynimocne sucast'ou iného
organizaéného utvaru (iradu verejného zdravotnictva - UVZ).

Podl’a Specializacie zamerania mozno v ramci pracoviska vytvorit’ niekol’ko laboratorii:

* bakteriologia,

* kultivacia mykobaktérii,

* virologia,

* antiinfek¢nd imunologia,

* sérologia,

» mykologia,

* parazitologia:

— protozoologia,

— helmintologia,

— entomologia.

Dolezitou sucastou je oddelenie pripravy kultivatnych médii a roztokov a kontroly
kvality. Nadstavbovl diagnostick ¢innost’, kontrolu kvality prace laboratérii a expertiznu
¢innost’ v oblasti klinickej mikrobiologie zabezpecuju referencné laboratoria.

Na objektivizaciu faktorov vonkajSieho prostredia sa vyclenil samostatny odbor v ramci
verejného zdravotnictva — mikrobiolégia Zivotného prostredia. Zaobera sa ddkazom
vyskytu mikroorganizmov v prostredi, vo vode, v potravinach, na predmetoch denného
pouzivania ana nezivych Strukturach, kde ich vyskyt méze mat’ vplyv na cloveka, jeho
zdravie alebo jeho aktivity (napr. kontrola sterility opera¢nych nastrojov). Tato Cinnost’ je
v stcasnosti v kompetencii tradov verejného zdravotnictva.

Hlavnou néplilou odboru klinickej mikrobiologie je poskytovanie komplexnej
mikrobiologickej diagnostiky na stanovenie etiologie mikrobidlnych ochoreni a kauzélnej
antiinfek¢nej, pripadne imunomodulacnej terapie chorych. Zaobera sa diagnostikou ochoreni
sposobenych patogénnymi baktériami, virusmi, mikroskopickymi hubami, parazitmi, ako aj
oportinne patogénnymi mikroorganizmami, ktoré sa moZzu uplatnit’ v patogenéze ochoreni
u pacientov s poruchami imunity. Dokazuje pritomnost’ fyziologickej mikrobialnej flory na
kozi aslizniciach Cloveka a prispieva k objektivizacii a postdeniu zdravotného stavu. Vo
svojej diagnostickej Cinnosti vyuziva moznosti priameho ddékazu etiologického agensa v
biologickych materidloch. Na to pouZziva mikroskopické vySetrenia, dokaz antigénov,

nukleovych kyselin, kultivaciu, izoldciu na médidch a postupy na identifikdciu povodcu



ochorenia. Sucastou bezného vySetrenia pri bakterialnych a mykotickych ochoreniach je
zistovanie citlivosti na antimikrobialne lie¢iva. Na nepriamu diagnostiku mikrobidlnych
ochoreni sa vyuzivaju sérologické metody dokazu protilatok proti antigénom
mikroorganizmov, ako aj urovanie ukazovatel'ov zapalovej reakcie a stavu imunity. Vsetky
tieto Cinnosti st vymenované v koncepcii odboru ako sucCasti organizacie lieCebno-
preventivnej ¢innosti riadenej MZ SR (Ministerstvom zdravotnictva Slovenskej republiky).
V sucasnosti je odbor mikrobioldgia v SR Studijnym odborom 4.2.7 zaradenym v ststave
Studijnych odborov v podskupine 4.2 vedy o zivej prirode, v skupine prirodné vedy. Nie je
zaradenda do 7. skupiny (zdravotnictvo) a medzi lekarske Studijné odbory

(http://www.minedu.sk/).



2. MIKROBIOLOGIA AKO VEDA

Mikrobiologia (z gréckeho plkpog, mikros, ,,maly*; Bioc, bios, ,,zivot™ a -Aoyia, -logia,
veda) je veda Studujuca mikroorganizmy, ¢o su mikroskopické, jednobunkové organizmy
alebo bunkové zhluky. Patria sem eukaryotické organizmy (ako su huby a protisty)
a prokaryotické organizmy. Virusy a priony nie su klasifikované ako zijice organizmy. St
vSak predmetom S$tadia mikrobioldgie. V ramci mikrobiologie sa Studuju aj obranné
mechanizmy vnimavého jedinca vSeobecne a na pdsobenie mikroorganizmu predovsetkym vo
vztahu k patogénnemu potencialu mikroorganizmov (imunologia, antiinfek¢na imunologia).

Mikrobiologia je vednou disciplinou s aktivnym a progresivnym rozvojom. Odhaduje sa,
ze je preskimané len 1 % vsetkych mikroorganizmov na planéte (Amann, 1995). Aj ked’ prvé
pozorovania mikroorganizmov boli zaznamenané asi pred 300 rokmi, mikrobioldgia ako veda
sa etablovala neskdér aje v porovnani so starSimi biologickymi disciplinami (botanika,
zoologia) relativne mladou vedou.

V ramci mikrobiologie sa vytvorilo viacero vednych odborov. Existuje vyznamny podiel
prekryvania sa predmetov Stidia mikrobiologie s pribuznymi odbormi (biologia,

epidemiologia), a to aj v inych, nelekérskych vednych disciplinach.

Vedné discipliny mikrobiologické je moZné rozdelit’ na: (http://en.wikipedia.org/)

Taxonomické — zohl'adiiujuce taxonomické rozdiely medzi mikroorganizmami:
* bakterioldgia: veda o baktériach,

* mykoldgia: veda o hubéch,

* protozoologia: veda o prvokoch,

» fykologia (algologia): veda o riasach,

* parazitologia: veda o parazitoch.

Integrované — aplikacia inych biologickych vied na mikroorganizmy:
* cytoldgia mikroorganizmov: Studium mikroskopickych a submikroskopickych detailov
mikroorganizmov — bunkovych Struktir,
* fyzioldgia mikroorganizmov: Stddium biochemickych funkcii bunky; zahffia Stadium

rastu, metabolizmu a funkcie bunkovych Struktur,


http://en.wikipedia.org/wiki/-logy
http://en.wikipedia.org/
http://en.wikipedia.org/wiki/Bacteriology
http://en.wikipedia.org/wiki/Mycology
http://en.wikipedia.org/wiki/Protozoology
http://en.wikipedia.org/wiki/Phycology
http://en.wikipedia.org/wiki/Parasitology
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Microbial_cytology&action=edit&redlink=1

» genetika mikroorganizmov: Studium organizécie a regulacie génov v mikroorganizmoch
vo vztahu kich bunkovym funkcidm; tento odbor vel'mi uzko suvisi s molekuldrnou
bioldgiou,

» evolu¢na mikrobiologia: stidium evolicie mikroorganizmov; tento odbor moze byt
rozdeleny d’alej na:

— taxonomiu mikroorganizmov: veda o ndzvoslovi a klasifikaciii mikroorganizmov,

— systematiku mikroorganizmov: veda o odliSnostiach a genetickej pribuznosti

mikroorganizmov.

Ostatné:
* nano mikrobiologia: $tidium mikroorganizmov na nano urovni,
» exo mikrobioldgia (alebo astro mikrobioldgia): Stidium mikroorganizmov v oblasti

kozmu.

Aplikované:

» lekarska mikrobioldgia: Stidium patogénnych a medicinsky vyznamnych
mikroorganizmov, ich ulohy v patogenéze l'udskych ochoreni; zahfna Stidium ulohy
mikroorganizmu pri vzniku ochorenia, postavenia mikroorganizmu v procese Sirenia infekcie
a ma uzky vztah k Studiu patologie, imunologie a epidemioldgie,

+ farmaceutickd mikrobioldgia: Stddium mikroorganizmov, ktoré stuvisia s produkciou
antibiotik, enzymov, vitaminov, o¢kovacich latok a inych farmaceutickych produktov a ktoré
spdsobujui farmaceuticku kontaminaciu,

* priemyselnd mikrobioldgia: Stidium mikroorganizmov na vyuZitie v priemysle,
prikladom je priemyselna fermentacia, uprava vdd, ale aj pivovarnictvo; odbor velmi tzko
suvisi s biotechnoldgiou,

* mikrobidlna biotechnologia: Stadium manipuldcie mikroorganizmov na geneticke;j
a molekularnej trovni s cielom vytvorenia vyuzite'nych produktov,

 mikrobioldgia potravin: §tidium mikroorganizmov zi¢astiiujiicich sa na procese kazenia
potravin a ochoreni z potravin, ako aj pouzitia mikroorganizmov pri produkcii potravin
(napriklad fermentacia),

* polnohospodarska  mikrobiologia:  Stddium  mikroorganizmov  vyznamnych
v pol'nohospodarstve; tento odbor mozno d’alej rozdelit’ na:

— mikrobioldgia rastlin: Stidium interakcie mikroorganizmov, rastlinnych patogénov

a rastlin,


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Microbial_taxonomy&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Nano_microbiology&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Exo_microbiology&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Astro_microbiology&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Microbial_biotechnology

— pddna mikrobiologia: §tidium mikroorganizmov pritomnych v pdde,

 veterinarna mikrobioldgia: Stadium veterinarne vyznamnych mikroorganizmov, ich
ulohy vo veterindrnej medicine a taxonomii zvierat,

* environmentalna mikrobioldgia: Stadium funkcie a diverzity mikroorganizmov v ich
prirodzenom prostredi a vztahoch; =zahfna charakteristiku klIa¢ového prostredia
mikroorganizmov (rizosféra a fylosféra), podnych a izemnych ekosystémov, otvorenych mori
a extrémnych prostredi,

» mikrobiologia Zivotného prostredia: Studium mikroorganizmov s ohl'adom na Zivotné
prostredie ¢loveka,

* mikrobiologia vod: stidium mikroorganizmov, ktoré sa nachadzaju vo vodach,

* mikrobiologia vzduchu: §tidium mikroorganizmov ovzdusia.

Napriek nespochybniteInym obavam z patogénneho pdsobenia medicinsky vyznamnych
mikroorganizmov na cloveka niektoré mikroorganizmy stvisia s procesmi, ktoré maja
priaznivy vplyv na zivot Cloveka a prinaSaju uzitok. Prikladom je priemyselna fermentacia
(vyroba, napriklad, alkoholu, octu, mliecnych produktov, syrov, piva), vyroba antibiotik,
vyuzitie mikroorganizmov ako substritu na klonovanie komplexnejSich organizmov, ako
vektorov na prenos enzymov a pod. Vedci vyuzili poznatky o mikroorganizmoch na
biotechnologicki vyrobu enzymu Taq polymerazy a jej vyuzitie v oblasti molekularnych
biologickych detekénych systémov. VSetky vedné discipliny Studujice mikroorganizmy a ich
vlastnosti maju za ciel ich vyuZitie na praktické pouzitie (Madigan, 2006).

Prikladom moézu byt’ niektoré mikroorganizmy. Na priemyslovl vyrobu aminokyselin sa
pouziva Corynebacterium glutamicum, Je najvyznamnejSim bakterialnym druhom s ro¢nou
produkciou viac ako dvoch miliénov ton aminokyselin (Burkovski, 2008).

Mikroorganizmy produkuji mnoZstvo polymérov (polysacharidov, polyesterov,
polyamidov). PouzZivajii sa na biotechnologickli produkciu biopolymérov s definovanymi
vlastnostami vhodnymi na Spi¢kové pouzitie v medicine (produkcia tkaniv a liekov,
biosyntéza kyseliny hyalurénovej, organickych kyselin, oligosacharidov, polysacharidov;
Rehm, 2008).

Mikroorganizmy sa vyuzivaju aj pre ich schopnost’ degradovat’ produkty (biodegradécia
odpadov, znecistenej pody, sedimentov, vo6d). Najucinnejsim sposobom mikrobidlnej
biodegradacie je pouzitie zmesi druhov a kmenov, pricom kazdy je Specificky na degradaciu
jednej alebo viacerych kontaminujucich zloziek (Diaz, 2008).

Vyznam mikroorganizmov pre zdravie v podobe probiotik (mikroorganizmy s potencidlne

priaznivym U¢inkom na traviaci systém) alebo prebiotik (sicasti podporujiice rozmnoZovanie


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Veterinary_microbiology&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Environmental_microbiology
http://en.wikipedia.org/wiki/Rhizosphere
http://en.wikipedia.org/wiki/Phyllosphere
http://en.wikipedia.org/wiki/Biopolymer
http://en.wikipedia.org/wiki/Polysaccharide
http://en.wikipedia.org/wiki/Polyester
http://en.wikipedia.org/wiki/Polyamide

a posobenie probiotik) je zndmy a vyuzivany. Produkcia takychto mikroorganizmov je
sucast’'ou priemyslovej mikrobiologie alebo farmakolégie (Tannock, 2005).

Nedavne $tadie ukézali, Ze mikroorganizmy mézu mat’ aj terapeutické vyuzitie (napriklad
pri lieCbe rakoviny). Rozne nepatogénne klostridie infiltruju solidne nddory a replikuju sa
v nich. Takéto mikrobialne vektory mézu byt bezpecne podané a ich potencial na dopravenie
terapeutickych proteinov na potrebné miesto bol demonstrovany vo viacerych predklinickych

a experimentalnych modeloch (Mangesha, 2009).



3. MIKROBIOLOGIA AKO NASTROJ DIAGNOSTIKY

Infekéné ochorenia, ich diagnostika, liecba a prevencia odéerpavaji vyznamnu cast
zdrojov urCenych na zdravotnu starostlivost’ v rozpoctoch Statov. V rozvojovych krajinach je
to skor liecba, vo vyspelych skor diagnostika infekénych ochoreni, ktoré st svojim rozsahom
financne naro¢né. Indikovanie mikrobiologického vySetrenia by malo byt uvazlivé.
Neznamenda to ziadat’ vSetko, o laboratorna sprievodka ponuka. Je tcelné vysetrit’ to, o
pomdze stanovit diagndézu. Napriek tomu, zZe laboratérna diagnostika eliminuje
subjektivizmus a moznost' individualnej chyby zavedenim Standardizovanych metod,
algoritmov a kalibrovanych pristrojov, ¢im nahrddza opakovani manudlnu a rutinni (nie
rutinérsku) pracu laboratéornych pracovnikov, kazda biologickd vzorka by mala byt
individudlne postidend vo vybere metodiky, nacasovani a predovSetkym interpretacii

medicinsky vzdelanym mikrobiolégom (Vandepitte, 2003).

Na splnenie tejto Ulohy st mikrobiologické laboratoria vytvorené ako pracoviska
vykonavajuce diagnostickii ¢innost pre nemocni¢né zariadenia, ambulantnych lekarov
a nadstavbové ¢innosti. Komplexnost’ prace a Specializacia laboratdria by mala vzrastat’ od
periférnych k strednym a centralnym. Mikrobiologické laboratoria predovsSetkym v oblasti
priamej diagnostiky zatial' nie s v riziku stat’ sa automatmi na vysledky, ako to vidiet
v niektorych velkych laboratoriach integrujiicich vSetky zlozky laboratérnych SVLZ.
Existuje v8ak riziko tzv. ,,pretaZzenia z vysledkov®, ktoré je v skutoc¢nosti plytvanim zdrojov.
Vysledkov je tol'ko, Ze mozno stratit’ prehlad alebo odborny nadhlad a prestat’ sa v nich
orientovat. Jednym z dovodov je aj Casovy interval, ktory uplynie od odberu vzorky po
dorucenie vysledku klinickému pracovnikovi.

Infekéné ochorenia st najbeZnejSou pricinou Umrtia aich diagnostika spolu s lie¢bou
predstavuju  vyznamni vyzvu pre zdravotnictvo vo vSetkych krajindch. Vytvorenie
technickych a odbornych Standardov pre diagnostické a vyskumné laboratorid sa po prvykrat
uskuto¢nilo v roku 1960 (WHO, 1977) na tGrovni WHO. Po prvykrat boli pokusy zaviest
Standardizovanu kontrolu kvality v roku 1981, ked WHO zaviedlo IEQASM — International
External Quality Assessment Scheme for Microbiology (WHO, 2003).

Na diagnostiku infekénej etiologie mozno vyuZzit dva zdkladné principy: priamu
identifikadciu mikroorganizmu a nepriamy dokaz infekénej etiologie meranim Specifickych

markerov infekcie v sére a tkanivach.



Priama diagnostika ectiologického agensa je vizualizacia mikroorganizmu, jeho sucasti
alebo fyziologickych vlastnosti postacujucich na jeho identifikdciu. Zvycajne s nie vel'mi
rozsiahlym spektrom diagnostickych nastrojov mozno uskuto¢nit’ kompletné mikrobiologické
vysetrenie, ktoré moze vyznamne prispiet’ k procesu lieCenia a starostlivosti o individudlneho
pacienta stanovenim etiologickej diagnézy. Schopnost mikrobiologického Ilaboratéria
uskutocnit’ tieto funkcie je limitovana kvalitou vzorky odobranej od pacienta, transportom
a technickymi podmienkami umoziujicimi demonstrovat mikroorganizmus vo vzorke.
Metody priamej diagnostiky st vo vécsine pripadov zaloZzené na schopnosti mikroorganizmu
rast’, preto podmienky transportu a kultivacie musia zabezpecovat’ zivotaschopnost’ patogéna.
Dovodom izolacie zivotaschopného patogéna je okrem jeho identifikdcie aj urcenie
antimikrobialnej aktivity vybranych pripravkov pouziteInych v terapii. Medzi zékladné
metddy priamej diagnostiky vyvoldvatel'a infekcie patri mikroskopia, kultivacia, molekularna

diagnostika a sérologicka diagnostika antigénov a mikroorganizmov.

Pouzitie mikroskopu v mikrobiolégii ma dva zékladné ciele: prvotnd detekcia

mikroorganizmov ~ a predbezna  alebo  definitivna  identifikdcia  mikroorganizmu.
Mikroskopické vysetrenie klinickej vzorky sa pouZziva predovsetkym na detekciu bakterialnej
bunky, plesni aich Casti, parazitov (vajicka, larvy, dospelé formy) a virusovych inkluzii
pritomnych v infikovanych bunkéach. Charakteristické morfologické vlastnosti sa moézu pouzit’
na predbeZznt identifikdciu viacSiny baktérii a definitivnu identifikdciu mnohych hub
a parazitov. Mikroskopické urCenie organizmov protiladtkou znacenou fluorescenénym
farbivom alebo inym markerom sa pouZiva na rychlu identifikdciu mikroorganizmov. V
lekarskej mikrobiologii sa podla charakteristik mikroorganizmu a cielov vySetrenia modze
pouzit’ pat’ mikroskopickych metdd: svetelnd mikroskopia (nativny preparat alebo farbeny),
mikroskopia v tmavom poli, mikroskopia s fazovym kontrastom, fluorescencna mikroskopia,

elektronovéa mikroskopia (Gest, 2005).

Schopnost’ mikroorganizmov (baktérii a hub) rast na umelych médiach sa vyuziva pri
kultivacii a zostadva aj v obdobi rychlych metdéd a molekularnych technik ddleZitou sucastou
vSetkych laboratorii klinickej mikrobioldgie. Pri mnohych ochoreniach je vykultivovanie
mikroorganizmu z miesta infekcie definitivnou metédou identifikacie pri¢iny ochorenia.
Uspech kultivaénych metdd je definovany biologickymi vlastnostami organizmu, miestom
infekcie, pacientovou imunitou a kvalitou kultivaéného média. Biologické vzorky mozno

inokulovat’ na mnozstvo médii a d’alSie médid s potrebné na identifikéciu. Preto je dolezity



precizny vyber kultivaénych médii a postupov predovsetkym vtedy, ak je objem vzorky maly
alebo jej odber ¢i opakovatelnost’ odberu st problematické. Preto je dolezité, aby mikrobiolog
a klinik spolupracovali aj pri odbere najvhodnejsej vzorky v najvhodnejSom case. V mnohych
pripadoch to bude znamenat’ zvysenie pravdepodobnosti izolacie a identifikacie etiologického

agensa.

Kultivacné metddy su zdrojom mikroorganizmu pre d’alSie testy veduce k identifikacii kmena.

Identifikacné metdédy st fenotypové a su zalozené na dokaze biochemickych vlastnosti

mikroorganizmov - obvykle enzymov metabolizmu a néstrojov patogenity mikroorganizmov.
Kolénie mikroorganizmov su tiez substraitom pre moderny diagnosticky postup zalozeny na

identifikacii proteinov - na proteomike (metdédou MALDI TOFF),

Podobne ako ucloveka aj v mikrobiologii moZzno pouzit DNA, RNA alebo proteiny

infekéného agensa v klinickej vzorke na jeho presnu identifikdciu molekuldrnymi metédami a

metédami proteomiky (Amann, 1995). V mnohych pripadoch mozno etiologicky agens takto
dokazat’, aj ked’ ho nebolo mozné izolovat' alebo identifikovat’ imunologicky. Vyhodou
molekularnych technik je ich citlivost’, Specifickost’ a bezpecnost. Z pohl'adu bezpecnosti
tieto metddy nevyzaduju izolaciu a pomnozenie infekéného agensa. MoZzno ich uskuto¢nit’ aj
na inaktivovanych alebo fixovanych vzorkach. Agens mozno dokézat' aj v pripade, ak sa
nerozmnozuje v tkanivach. Téato technika umoZziuje odlisit pribuzné kmene na zaklade
rozdielov genotypov. Molekuldrne metddy su vyznamné aj pri vyhladavani rezistentnych
kmetiov (mutantov), ktor¢ sa moézu odliSovat’ len v jedinom nukleotide. Vytvorenim
multiplexovych systémov sa umoznila rychla identifikacia etiologického agensu nastavenim
systému tak, Ze ponika primery pre najCastejSie vyvolavatele z urcitej biologickej vzorky
(systém FilmArray, Idahoo, Iridica), ¢im vyrazne ulahcuje diagnostiku, skracuje ju na
niekol’ko hodin, spresiiuje identifikdciu a postiva ju na troven druhu aj pri nezvycajnych
etiologickych agensoch. Napriek vysokym vstupnym a Casto aj prevadzkovym nakladom st
vyznamnym ekonomickym prinosom na zaklade podstatného skratenia diagnostického a
terapeutického procesu. Umoziuje pouzit’ vel'mi cielent antimikrobidlnu terpaiu, pretoZze ma
potencial identifikovat’ aj gény rezistencie. Znalost' vyvoldvatel'a zniZuje potrebu aplikacie
empiprickej terapie a teda aj pouZzivania Sirokospektralnych antibiotik, ktoré su jednym aj ked’

nie jedinym dovodom nekontrolovatel'ného rastu rezistenice na antibiotika.



Laboratorium testuje citlivost’ mikroorganizmov na antibiotikd. Testuji sa len tie, ktoré su

schopné vyvolat’ ochorenia, atiez len na terapeuticky vyuziteIné antimikrobidlne lieCiva.
Testovanie vSetkych izolovanych mikroorganizmov alebo nevhodnych lie¢iv méze viest
k nespravnej interpretacii vysledkov s moznymi neziaducimi nasledkami. Nielen Ze pacient
moze byt’ lieCeny nevhodne, ale skutony patogén nemusi byt’ rozpoznany. Vysledok in vitro
stanovenia citlivosti je len laboratérny obraz pre odhad situdcie v organizme. Virulencia
mikroorganizmu, jeho mnozstvo, miesto infekcie a pacientova schopnost odpovedat na
infekciu ovplyviiuji interakciu pacienta a mikroorganizmu a musia sa brat do uvahy pri
plénovani lieCby. Mikrobiologické vySetrenia su tiez zédkladom pravidelného sledovania
vyvoja antibiotickej rezistencie. Mézu sa pouzit' ako podklady pre vyber antibiotik, ktoré
pripadaji do uvahy na empiricku liecbu. St zdrojom informacii na sledovanie trendov
rezistencie, na odhalenie regionalnych rozdielov v rezistencii a na analyzu ich pricin.

Vzrast rezistencie mikroorganizmov na antibiotik4 sa stava stale vyznamnejSim a niektoré
agensy dnes nie su postihnuteI'né¢ dostupnymi antibiotikami. Objavuju sa kmene, pri ktorych
nie je k dispozicii zZiadne zndme antibiotikum alebo zostalo len jedno z celej Skaly (niektoré
MRSA, Pseudomonas aeruginosa). Tento problém vznikol aj na zéklade nerozumnych
zasahov do ekologie ¢loveka a mikroorganizmov, akymi st nadmerne a nespravne indikované
antibiotikd, pouZivanie antibiotik v pol'nohospodarstve, neprezierava antibioticka politika
v nemocniciach aj komunite a nerozumné poZivanie Sirokospektralnych antibiotik.

Empirické pouzitie antibiotik je mozné pri dodrzani zakladnych pravidiel racionalnej
farmakoterapie. Antibiotikd (v uZSom slova zmysle, respl antibakteridlne antibiotikd) sa
pouzivaju pri infekcii sposobenej baktériami. Rychla identifikdcia je mozna na zaklade
klinického obrazu, skusenosti, ale aj pomocnych vySetreni, akym je napriklad stanovenie
CRP, ktorého zvysené hodnoty su indikativne pre vylucenie virusovej infekcie. S ohl'adom na
to, Ze vacSina najcastejSich infekcii dychacich ciest je vyvoland virusmi, anapriek tomu
lieCena antibiotikami, moZe spravne pouzitie a interpretacia vySetrenia CRP pomoct’ znizit
mnozstvo zbyto¢ne podavanych antibiotik. Rovnako poznanie najcastejSich vyvolavatel'ov
infekcii, prirodzenych rezistencii a stavu rezistencie v oblasti st podkladom na znizenie
spotreby antibiotik. Empirické pouzitie antibiotik musi byt podlozené pravidelnym
testovanim a aktudlnym vyhodnotenim stavu citlivosti etiologickych agensov na vybrané
antibiotikd v danom regione. Sposob, akym sa robi vyber testovanych kmenov, je s ohl'adom
na rozsah vySetrovanych vzoriek rozlicny. Treba splnit podmienky ndhodného vyberu

(napriklad vySetruje sa citlivost’ len jeden tyzden v mesiaci alebo v ur€eny den v tyzdni).



Takyto sposob je v stulade so zaujmami pacienta a s racionalnym pouzivanim antibiotik
(Hoza, 2002; Hupkova, 2010).

Antibioticka politika predstavuje suhrn odporicani pre ucinné abezpecné pouZzivanie
antibiotik. Mikrobiologické vySetrenie je vyznamnym nastrojom pre jej tvorbu. Ciel'om
pravidiel pouzivania antibiotik je zabezpeCit pozadovani ucinnost’ a bezpecnost
antimikrobialnej liecby, obmedzit" vznik a Sirenie rezistentnych mikroorganizmov a znizit
spotrebu antibiotik. Antibiotikd su lieky, ktoré maji eliminovat’ patogén a jeho pdsobenie
a umoznit’ makroorganizmu, aby sa vlastnou obranyschopnostou s infekciou vyrovnal. Aby
sa mohli antibiotika v terapii cielene vyuzit, mal by sa povodca infekcie dokdzat’ a mala by sa
zistit’ jeho citlivost’ na antibiotikd. Pre epmpirické pouzitie sa vyuziva znalost’ aktualnych
a relevantnych epidemiologickych udajov o pravdepodobnej etioldgii infekcie a o rezistencii
moznych povodcov. Bez rutinne a spravne robenych mikrobiologickych vySetreni sa to vSak
neda dosiahnut (Steinman, 2003). V niektorych analyzach spotreby antibiotik a vyskytu
rezistencie v sledovanych lokalitach sa ukazuje, Ze intenzita expozicie antibiotikdm
v komunite koreluje so vzrastom rezistencie. Existuje tiez vela prac, v ktorych autori
nedokézali korelaciu spotreby a rezistencie na ATB (Doczelovd, 2004; Kafetzis, 2004;
Winkelstein, 2001). Konkrétne fenomény rezistencie mézu byt vyvolané selekénym tlakom
zavislym od Struktury spotreby a od kvantitativneho zastipenia jednotlivych skupin ATB. Ich
odhalenie je moZzné vd’aka pravidelnej analyze velkého (Statisticky pouzitelného) mnozstva

vySetreni stavu citlivosti vzoriek uskuto¢nenych v mikrobiologickom laboratériu.

Metody vyuzivajuce sérologické reakcie su predovsetkym nastrojom nepriamej diagnostiky
a pouzivaji sa na dokaz protilatkovej odpovede na infekciu alebo expoziciu infekénym
agensom. Mozno vSak nimi identifikovat' virusy alebo iné agensy, ktoré sa daju tazko
izolovat’ alebo ich nemoZno pomnoZit' v laboratérnych podmienkach. Vyuazivaju sa teda aj
na detekciu, identifikdciu a kvantifikdciu mikrobidlnych antigénov v klinickej vzorke

Pouzivaju sa tiez na blizsiu identifikaciu antigénov — sérotypizaciu — stanovenim antigénovej

Struktary mikroorganizmov. Sérologické reakcie so zvySenou citlivostou sa pouzivaju pri
rychlej diagnostike vol'nych antigénov v biologickom materiali (napriklad v CSM, moc¢i, krvi)
napriklad latexovou aglutinaciou. Specifickost’ interakcii antigénu s protilatkou a senzitivita
roznych imunologickych technik urcuji vyznam sérologickych reakcii ako dolezitého

laboratorneho néstroja.



Nepriama diagnostika etiologického agensa sa uskutociiuje dokazom Specifickych
protilatok. Sérologia je veda zaoberajuca sa vyskumom sucasti krvného séra a ostatnych
telesnych tekutin. V praxi sa termin tyka diagnostickej identifikacie protilatok v sére.
Protilatky sa typicky tvoria ako odpoved’ na infekciu (proti konkrétnemu mikroorganizmu,
proti cudzorodym bielkovinam, proteinom alebo proti vlastnym Struktaram (v pripade
autoimunitného ochorenia). Sérologia sa v procese nepriamej diagnostiky pouziva na
stanovenie histdrie pacientovych expozicii antigénom, na stanovenie priebehu infekcie alebo
urcenie typu infekcie (primarna infekcia alebo reinfekcia, akutna alebo chronickd). Typ
protilatok a ich koncentracia poskytuju sérologické udaje o infekcii a jej Stadiu. Koncentracia
protilatok sa spravidla uvadza kvantitativne - v mnozstve medzinarodnych jednotiek
v jednom litri (IU/1). Relativna koncentracia protilatok sa uvadza ako titer. Titer je obratena
hodnota najvacsieho riedenia vzorky pacientovho séra, v ktorom sa dokazala reakcia antigénu
s protilatkou. Sérologické reakcie sa pouzivaji pri urCovani S$tadia infekcii na zaklade
stanovenia protilatok proti réznym typom antigénov vyvolavatela. Prvé protilatky pritomné
v priebehu infekcie su nasmerované proti antigénom najva¢Smi exponovanym imunitnému
systému (povrchovym antigénom agensa, antigénom pritomnym na povrchu infikovanej
bunky). Neskor v priebehu infekcie, ked” su bunky poSkodené a nastava ich 1yza, su protilatky
nasmerované na proteiny a enzymy pritomné intracelularne. Sérologické testy pomahaju aj pri
diagnostike niektorych poruch imunity, predovSetkym suvisiacich s nedostatocnou tvorbou
protilatok (napriklad X-linked agammaglobulinémia, AIDS). V tomto pripade st testy na
pritomnost’ protilatok, aj Specifickych, negativhe — podobne, ako je test na identifikaciu
Specifickych IgA (pouzivanych pri diagnostike akutneho ochorenia) negativny pri
najcastejSom imunodeficite (IgA imunodeficit).

Sérologické testy nie su obmedzené len na krvné sérum, ale pouZzivaju sa aj pri detekcii
protilatok, pripadne inych markerov v slinach, transsudate, cerebrospindlnom moku,
ejakulate, punktate. Podl'a nalezu protilatok v nich alebo podla vzdjomného pomeru
koncentracii v sére ainych telesnych tekutindch (najcastejSie v cerebrospinalnom moku)
mozno usudzovat’ na lokalne prebiehajliicu infekciu (prikladom je dokaz intratekalnej tvorby

protilatok pri infekciach CNS. .

Stubory vysledkov sérologickych vySetreni —imunologické prehl'ady — st vyuZzivané pri
priprave informacii o prevalencie ochoreni v populdcii alebo ako imunologické prehl'ady na
stanovenie Specifickej imunity populdcii ¢i populaénych skupin. Takéto prehlady sa

uskutociiujii ndhodnym anonymnym vySetrenim vzoriek odobranych na iné diagnostické


http://en.wikipedia.org/wiki/X-linked_agammaglobulinemia

testovanie a vybranych podla presne urcenych kritérii, pripadne odberom anonymnych

vzoriek podl'a stanovenych kritérii od dobrovolnikov.

Odhad rizika vyskytu prenosnych ochoreni vyzaduje sledovanie nielen individualnej
imunity jednotlivca, ale z dovodu ochrany neimunizovatelnej a neimunnej populacie aj
sledovanie kolektivnej imunity. Takéto sledovanie je sucastou systému epidemiologickej
bdelosti — surveillance — prenosnych ochoreni. Sérologické testy mézu objektivizovat’ stav
Specifickej imunity populécie pre urcité ochorenie. St podkladom imunologickych prehl'adov,
na zdklade ktorych mozno identifikovat’ imunologickti dieru alebo tendenciu vo vyvoji
Specifickej imunity urcitej skupiny alebo celej populacie. Pravidelné imunologické prehl'ady
umoznuju uskuto¢nit’ zmeny v imunizacnych schémach pre ohrozené skupiny alebo cela
populaciu. Mo6zu byt potvrdenim spravneho a G€inného nafasovania ockovacich schém.
Podstatou dobrého imunologického prehl'adu je zber vzoriek odobranych podla poziadaviek
na tvorbu Statistického stuboru, ich vySetrenie pomocou vhodného dostatocne citlivého
Specifického a validného testu, spravne vyhodnotenie vysledkov aich interpretacia.
Nevyhnutnost'ou je Standardizacia pracovnych postupov na vSetkych Urovniach organizicie
imunologickych prehl'adov, ale predovsetkym v mikrobiologickom laboratériu (vyber stboru,
kodovanie vzoriek, odber, spracovanie, uchovanie vzoriek, transport, manipulacia so vzorkou,
vySetrenie, zaznamenanie a archivacia vysledku, Statistické spracovanie). Imunologické
prehl'ady sa uskuto€iiuju s cielom:

— jednorazového overenia pritomnosti protilatky v imunologicky nezndmej populécii,

— zistenia dynamiky protilatok v ur¢itom ¢asovom obdobi v roznych vekovych skupinach
(odoberaju sa vzorky v jednom odberovom termine),

— vytvorenia longitudinadlneho prehl'adu prospektivnym sledovanim koncentrécii
protilatok u jednej stabilnej skupiny sledovanych pocas dlhého obdobia (kohorta).

Pri vybere skupiny treba reSpektovat’ poZiadavku na zloZenie Statistického suboru. Odber
krvi sa ma uskuto¢nit’ vzdy v rovnakych podmienkach. Jedna vzorka krvi sa spravidla pouZzije
na vySetrenie viacerych parametrov, preto je mnozstvo odobranej krvi minimdlne 5 ml tak,
aby na kazdé vySetrenie bolo aspont 0,5 ml séra. Ku kazdému individudlnemu odberu musi
byt vopred pripraveny stbor dokumentov — dotaznik, identifikacny Stitok na odberovi
supravu, identifikacny Stitok s kodom na vSetky skumavky pre kazdé vySetrenie osobitne.
Individudlny dotaznik obsahuje vSeobecné udaje, osobné udaje, epidemiologické tidaje. Pre
kazda skupinu je pripravend aj spolo¢na epidemiologicka charakteristika — vyberové kritéria,

na zéklade ktorych bola skupina vytvorena.



Specifika vysetrovania vzoriek séra pre imunologické prehl’ady zahrnuju:

— vyber vhodnej metodiky na urcenie dané¢ho typu protilatok (vyber triedy protilatok,
metodiky podl'a typu protilatok — napr. KFR alebo VNT pri poliomyelitide, IgG protilatky
proti diftérii alebo antitoxické protilatky proti toxinu Corynebacterium diphtheriae),

— Standardné podmienky vo vsetkych vySetrovacich cykloch,

— Standardné podmienky pocas celého vySetrovaného obdobia,

— rieSenie zmeny podmienok pocas longitudindlneho sledovania (prepocet koncentracii,
tvorba indexov),

— kontrola kvality (vnatorna, vonkajsia, slepé vzorky, anonymita vzoriek),

— stanovenie koncentracie protilatok pre pozitivitu testu,

— stanovenie koncentracie protilatok zodpovedajicej predpokladanej protektivite pred

vznikom ochorenia.

Interpretécia laboratérnych vysledkov je Cinnost’, ktord vytvara pridanti hodnotu kazdému

mikrobiologickému vySetreniu. Ocakavany vysledok mikrobiologického vySetrenia je
ovplyvneny viacerymi objektivnymi aj subjektivnymi faktormi a je len jednym z pomocnych
udajov, ktoré¢ ma k dispozicii klinicky pracovnik pri ureni diagnézy a rozhodovani
o vhodnom terapeutickom postupe. Medzi faktory, ktoré priamo ovplyviiuji kvalitu
mikrobiologického vysledku, patri odber materidlu, jeho nacasovanie a technika, transport
biologickej vzorky, vyber pouzitej metodiky, kvalita a Giroven vSetkych ¢innosti laboratoria
a verifikacia vysledku. Spektrum vySetreni OKM je dané pozZiadavkami klinickych
pracovnikov. Ulohou mikrobiologickych laboratérii je identifikovat’ vyvolavatel'a ochorenia.
PouZiva sa na to spektrum laboratornych postupov (mikroskopia, kultivacia, fluorescencia,
enzymova analyza, radionuklidova analyza, sérologické metody, metody dokazu NK a iné).
Vicsina znich sa nepouziva vylune len v mikrobiologickej praxi. Genetické metody
identifikdcie mikroorganizmov patria do rik mikrobiologa, rovnako ako stanovenie
biochemickych vlastnosti mikroorganizmov nie je doménou biochemického laboratoria
(Riordan, 2002). Samo vySetrenie je jednym zcelého radu Ukonov, ktorych kvalita
podmienuje ziskanie spravneho vysledku. Technické uskutocnenie vySetrenia je vo velkej
miere dané kvalitou diagnostického setu a troviiou laboratoria, ktoré sa riadi principmi GLP
(good laboratory practice — spravnej laboratérnej praxe). Interpretdcia vysledku vo vztahu
k vyvolavatel'ovi ochorenia vSak patri do ruk indikujiceho lekara a odbornika vo vlastnom

odbore, pricom ma k dispozicii konzultaciu s mikrobiologom (Thomson, 2004).



Prenatalny skrining na zistenie existencie intrauterinnej infekcie plodu alebo zamietnutie
podozrenia na vyskyt vakciniciou preventabilného ochorenia u ofkovaného vyzaduju
zodpovedny pristup, presny algoritmus a spravnu interpreticiu ziskanych laboratéornych
udajov. V naSej populacii je povinné ockovanie proti vybranym virusovym ochoreniam
(rubeola, osypky, parotitida). Existuje len minimalny pocet zien vo fertilnom veku, ktoré
neboli ockované proti rubeole a rovnako minimalny pocet jednotlivcov nezaockovanych proti
ostatnym uvedenym infekciam, pripadne tych, ktori neprekonali tieto ochorenia v detstve.
Nedd sa vsSak vylucit moznost, ze v nasej populdcii existuju jednotlivci, ktori nemaju
protektivne protilatky (obyvatelia krajin, v ktorych sa neocCkuje, individudlne chybajiace
ockovanie, imunodeficitni jednotlivei, non-responders). Tito I'udia st v riziku vzniku akutnej
infekcie a moznymi vnimavymi jednotlivcami, aj ked’ vyskyt akutneho ochorenia je
z epidemiologického hladiska madalo pravdepodobny. Existuje moznost zavlecenia
etiologického agensa z krajin, kde kolektivna imunita nedosahuje hodnoty dostato¢né na
zabranenie jeho $irenia (85 %). V takejto epidemiologickej situacii sa pri podozreni na vyskyt
vakcinaciou preventabilného ochorenia, resp. pri prenatdlnom skriningu na moznost
intrauterinnej infekcie virusom rubeoly vySetruje pacient na pritomnost IgG protilatok
(testovanie protektivnej imunity) a pri negativite tohto testu sa testuje ta istd vzorka aj na
pritomnost’ IgM protilatok (skrining akutnej infekcie). Pozitivita IgM protilatok musi byt
interpretovand vel'mi opatrne, v suvislosti s klinickym obrazom, epidemiologickou
anamnézou a dynamikou koncentrécii protilatok. Pri interpretacii sérologickych testov treba
brat’ do Gvahy aj dosiahnutt koncentraciu protilatok uvaddzani v medzinarodnych jednotkach
alebo aspon indexy semikvatitativnych hodnoteni. Kazdy komerény alebo v laboratériu
pripraveny test ma urciti hrani¢nt hodnotu (cut off) koncentracie detegovanych protilatok
alebo dosiahnutej extinkcie tvoriacu hranicu odliSujucu pozitivny a negativny vysledok.
Hrani¢nd hodnota testu stanovujuceho protilatky je spravidla uréena na zéklade najcastejSich
hodnét ziskanych pri vysetrovani velkych suborov. Preto treba citlivo zvazovat vysledky
v blizkosti hrani¢nej hodnoty. Hodnoty v rozmedzi 10 % nad a pod cut off uvadzaju tzv. siva
zonu charakterizujucu nejasny vysledok. Uvadzanie sivej zony v laboratérnom vysledku sa
neodporuca, pretoze zvySuje mieru neistoty pri interpretacii. Sérologické testy maji urcité
objektivne aj subjektivne obmedzenia, ktoré treba brat’ do uvahy. Falo$ne pozitivny vysledok
moze byt spdsobeny skrizene reagujucimi protiladtkami vzniknutymi po expozicii antigénovo
podobnym agensom. Pri niektorych ochoreniach a osobitne u tehotnych zien nastdva tzv.
polyklonalna aktivacia buniek (neSpecifickd aktivacia buniek a tvorba polyklonalnych

protilatok), pricom modZze vzniknat situacia, Ze pri testovani na viaceré antigény sa objavi



niekol’ko pozitivnych vysledkov (triedy IgM v oblasti nizko pozitivnych koncentracii).
Pri¢inou moze byt aj existencia reumatoidného faktora, protilatky typu IgM proti Fc
fragmentu imunoglobulinu. Tieto neSpecificky reagujlice protilatky mozno odstranit

v procese pripravy vzorky v laboratoriu (Doan, 2008).

Prikladom vyznamu interpretacie vysledku testu je vySetrovanie pritomnosti infekcie HP. Je
dolezit¢ aj s ohladom na dostupné ockovanie proti niektorym typom vysokorizikovych
kmenov HPV. Nalez takychto kmenov v biologickej vzorke pacientky treba interpretovat
v suvislosti s lokdlnym klinickym nalezom, ktory jediny je urcujuci pri rozhodovani o d’alSom
liecebnom alebo profylaktickom postupe (Hausen, 2002). Pritomnost’ nizkorizikovych
kmenov neznamena pritomnost’ nerizikovych kmenov. Ockovanie proti HPV nesie pri
nespravnej informovanosti riziko ,zlyhania®“. Ockovanie neznamend, Ze bude moZné
obmedzit' preventivne prehliadky, pretoze vakcina pokryva len niekolko najCastejSich a
vysokorizikovych kmenov amoéze zabranit len infikovaniu kmenimi obsiahnutymi
v ockovacej latke. V ziadnom pripade neznamena ochranu pred vznikom maligneho

ochorenia u uz infikovanych osob. Je prevenciou vzniku infekcie (Sankaranarayanan, 2005).



4. MIKROBIOLOGIA AKO NASTROJ SURVEILLANCE

Mnohé prenosné ochorenia su uspesne kontrolované alebo boli dokonca eliminované
vd’aka preventivnym opatreniam. Napriek tomu sa objavuja faktory znamenajuce riziko
vzniku epidémii mikrobidlneho pdvodu. Takymi faktormi st zmeny v ekoldgii
mikroorganizmov, uplatiovanie sa novych patogénov, znovu sa objavovanie patogénov
povodne kontrolovanych pristupmi na zabranenie vzniku a Sirenia infekcii, ucast
podmienecnych patogénov na chorobnych procesoch l'udi prezivajucich aj s vyznamnymi

poruchami imunity (Weiberg, 2005).

Lekarska mikrobioldgia tiez vyuziva pri svojej Cinnosti postupy, ktoré su sucastou
epidemiologickych metéd prace, predovSetkym programu epidemiologickej bdelosti
(surveillance). Jednou zo zdkladnych podmienok surveillance je presna identifikdcia
etiologického agensa sledovaného infekéného ochorenia. Epidemiologické pristupy vyuziva
lekarska mikrobiologia aj vramci surveillance a kontroly rezistencie na antibiotika

a poskytuje podklady pre surveillance a kontrolu nozokomialnych infekcii.

Surveillance — program epidemiologickej bdelosti — je systém prace, ktory méa poskytnut’

informacie pre dalSie aktivity. Moze prebiehat na roznej urovni atykat sa rozlicne
rozsiahleho problému (surveillance vyvoja rezistencie vybranych patogénov v regione na
ATB, surveillance krvou prenosnych ochoreni v stomatologickej praxi, celoslovenska
surveillance hemofilovych infekcii, europska surveillance infekcii vyvolanych Clostridium
difficile — ECDIS). Stratégia surveillance moze byt rozline detailna. Existuje tzv. ,,plnd*
verzia alebo ,,I'ahka - light” verzia (Weinberg, 2005). V plnej verzii je cielom identifikovat’
vSetky pripady vyskytu ochorenia (celoslovenska surveillance hemofilovych invéznych
infekcii). ,,Light verzia je koncipovana tak, aby podl'a modelového stboru bolo mozné
zovseobecnit udaje pre cela populaciu (ECDIS).

Surveillance s pouzitim Specifickych laboratérnych testov, méze byt’ vel'mi u¢innd. Treba
zvazit prediktivnu silu surveillance alebo Specifického testu v rozlicnom c¢ase a rozlicnom
prostredi. Program treba vytvorit’ tak, aby cielom bola:

— skutoc¢ne rizikova populacia,

— aktivita na vytvorenie preventivnych opatrent,

— dostato¢na citlivost’ a Specificita systému,

—uspesnost’ aj z pohl'adu o¢akéavani odbornej a laickej verejnosti (Weiberg, 2005).



Mikrobiologické laboratéria disponuju velkym mnozstvom udajov aje prakticky
nemozné si vSimnut nahromadenie pripadov, sezénny charakter, zmenu distribucie
etiologickych agensov, vyvoj stavu rezistencie. Automatizovany systém surveillance na
detekciu zmien v incidencii mikroorganizmov diagnostikovanych na OKM vo vztahu
k roznym premennym je dnes mozny vdaka laboratornym informacnym systémom (LIS),
ktoré st viac alebo menej vhodné na vykondvanie Statistickych analyz. Napriek tymto
technickym moznostiam ziade laboratorny systém spravidla automaticky negeneruje takéto
vystupy aneinformuje o zmendch Statistickych charakteristik. Pokusy o vytvorenie
programov, ktoré by boli inkorporované do laboratorneho informacného systému a so
stanovenou pravidelnostou by informovali o vystupoch porovnania vyskytu izolovanych
kmenov aich charakteristik na urCitom oddeleni, v uritom type materidlu, v urcitej
nemocnici, boli po prvykrat publikované v roku 1992 (Dessau, 1993).

Systém moZe byt nastaveny podla poziadaviek na vyhladavanie a vystupom moézu byt
informacie o moznom nahromadeni, napriklad, gastroenteritid, nozokomialnych infekcii
sposobenych uréitym mikroorganizmom, sezonnych epidémii vyvolanych urcitym
etiologickym agensom. Systém moZe zaznamendvat vyskyt nezvycajnych mikroorganizmov.
Takéto pravidelné zdroje informécii by znamenali kontinudlnu surveillance v zmysle bdelosti
pri vyhl'addvani moZnych zavaznych situacii. Ma tieZ potencial obsiahnut’ rozsiahle mnoZstvo
udajov, ktoré mézu byt podrobené sledovaniu.

Vicsina surveillance infekénych ochoreni je zaloZend na Cinnosti laboratorii, ktorych
ulohou je identifikovat’ alebo konfirmovat’ vyskyt urcitého etiologického agensa v stvislosti
so sledovanym ochorenim. Preto je ucast’ akreditovanych mikrobiologickych laboratorii
zékladnou podmienkou porovnatelnych surveillance. Ich ¢innost’ ovplyviuje vysledky
komplexnej cinnosti surveillance a postupy pouzivané v procese kontroly a prevencie
infekénych ochoreni. Zakladnou podmienkou pri planovani c¢innosti mikrobiologického
laboratéria v ramci surveillance je vytvorenie jednoduchych, dostupnych, T'ahko
aplikovatelnych Standardizovanych diagnostickych postupov, ktorymi mozno v laboratéridch
réznych urovni zozbierat’ porovnatelné informacie. Rovnako mikrobiologické laboratérium
ako miesto kontinudlnej neSpecifickej surveillance na odhalenie emergentnych,
reemergentnych mikroorganizmov alebo nezvyc€ajnych nahromadeni ochoreni je zaciatocnym

¢lankom v procese vyvoja, aplikacie a vyhodnotenia Specifickych intervencnych opatreni.

Mikrobiologické pracovisko modze poskytovat’ priebezne udaje o etiologii infekcie

a o citlivosti baktériového povodcu na antibiotikd. Ziskany vysledok sa pre ¢asové obdobie,



ktoré uplynie od odberu vzorky po dorucenie vysledku, nie vzdy pouZzije na vol'bu alebo
upravu lieCby pacienta. M4 vSak zasadny vyznam pre overenie spravnosti diagndzy, uc¢innosti
nasadenej lieCby anajmid pre zber dat o prevalencii pdvodcu daného typu infekcie
a o aktualnom stave rezistencie v spadovej oblasti (Hoza, 2005). Tymto sposobom mozno
sledovat’ rast rezistencie, odhadovat’ v¢as jej vyvoj, i¢inne zasiahnut' zmenou terapeutickych

postupov a znizit’ percento neuspesnej lieCby, a tym aj ndklady na liecbu antibiotikami

Uroveii rezistencie mikroorganizmov na antibiotikd ma vyrazny regionalny charakter
a empirické podanie antibiotika pri akttnej bakterialnej infekcii mozno akceptovat' za
predpokladu, ze terapeuticka rozvaha lekara reSpektuje pravdepodobného povodcu ochorenia
a lokélny stav jeho rezistencie, najlepSie dodato¢ne overenym mikrobiologickym vySetrenim
pacienta (NCCLS, 2003). Z uvedeného je zrejmy zasadny vyznam mikrobiologického
vySetrenia bakteridlnej infekcie pre overenie spravnosti diagnozy, efektivnosti zvolenej
terapie a pre ziskavanie udajov o prevalencii jednotlivych baktériovych patogénov a ich
rezistencii v spadovej oblasti praktického lekara. Pravidelné spétné informacie
z mikrobiologickych pracovisk prispievaji k cielenej volbe antibiotika sc¢o najuz$im
spektrom uc¢innosti na pévodcu infekcie a mozu tak prispiet’ k obmedzeniu vzrastu rezistencie

a k znizeniu nakladov na lie¢bu.

Mikrobiologické vySetrenia aich vysledky méZzu byt zdrojom udajov pre surveillance
a pri niektorych typoch laboratornych surveillance s najdoleZitejSou sti€astou potvrdzujicou
vyskyt ochorenia podl'a etiologického agensa. Mikrobiologické pracoviskd byvaji pravidelne
sucastou programov sledovania vyskytu urcitych ochoreni, stavu rezistencie, nozokomialnych

infekcii alebo inych epidemiologicky zavaznych situécii.

Multidisciplinarne rieSenie globalneho problému rezistencie bakteridlnych patogénov
infekcii dychacich organov na ATB mé vysoku prioritu. V SR boli vytvorené organiza¢né
predpoklady na realizaciu antibiotickej politiky ustanovenim ustrednej, nemocni¢nych
aregiondlnych komisii antiinfekénej terapie. Narodné referenéné centrum v stvislosti
s uskuto¢iiovanim tloh surveillance hemofilovych infekcii spolupracovalo s vybudovanou
sietou mikrobiologickych pracovisk. Priebezné a cielavedomé monitorovanie rezistencie
baktérii na antibiotikd mo6ze ovplyvnit’ nepriaznivy vyvoj a zabezpecit komplexny pristup

k zlepSeniu urovne racionalneho pouzivania antibiotik v ambulantnej, ale i nemocni¢nej praxi.



5 MIKROBIOLOGIA AKO NASTROJ SPOLUPRACE

Lekarska mikrobiologia je medicinskym aj biologickym odborom a zaobera sa Studiom
mikroorganizmov vratane baktérii, virusov, hiib a parazitov, ktoré su medicinsky vyznamné
a schopné sposobit’ ochorenie Cloveka. Jej sucastou je Studium patogenézy mikrobidlnych
ochoreni aich indikdtorov v kontexte s patologickymi a imunologickymi mechanizmami.
Odbor je zamerany predovsetkym na nasledujice Cinnosti:

* diagnostika  etiologickych  agensov  ochoreni a  uplatnenie  vedomosti
o mikroorganizmoch v prevencii a surveillance prenosnych ochoreni a ochoreni s vyznamnym
dosahom na verejné zdravie,

» diagnosticka ¢innost’ mikrobiologického laboratoria.

Cinnost’ vykonavana na oddeleni klinickej mikrobiologie zahfiia aj aktivity klinického
mikrobiologa, medzi ktoré patri:

» poskytovanie klinickych konzultacii o vySetreniach, diagnostike a liecbe pacientov
s infekénymi ochoreniami spdsobenymi mikroorganizmami,

* spolutiCast na vytvarani arealizdcii programov na zabrdnenie Sirenia infekénych
ochoreni v celom rozsahu zdravotnej starostlivosti.

Okrem tcasti na tychto zakladnych aktivitach je klinicky mikrobiolég Casto zapojeny do
vyucby na vSetkych trovniach a posobi vo vedeckej oblasti, ¢i uz aktivitami v zakladnom,
alebo aplikovanom vyskume. Mikroorganizmy sa mdzu zic€astiiovat’ na vzniku ochorenia
ktoréhokol'vek tkaniva, organu alebo systému l'udského tela. Preto konzultacie a spolupréca s
klintkmi patria medzi pravidelné cinnosti mikrobioléga. Mikrobiologia poskytuje zdroj
vedomosti o pdvode a vyzname patogénov a prispela k viacerym objavom v oblasti
lekarskych vied. Vd’aka poznaniu charakteristik infekénych agensov bolo mozné uskuto¢nit’
vyskum v oblasti lie€by a prevencie, napriklad pripravou ockovacich latok proti smrtel'nym a

tazkym ochoreniam.

Lekarska mikrobioldgia je aj veda o patogenéze mikrobialnych infekcii a vSeobecnych
postupoch laboratornej diagnostiky infekénych ochoreni. Klinickd mikrobioldgia je veda
o uplatneni vysledkov lekarskej mikrobiologie v klinickej praxi a oddelenie klinickej
mikrobiologie (OKM) je nemocni¢né alebo poliklinické laboratorium, ktoré poskytuje sluzby
mikrobiologickej diagnostiky a konzultacie klinického mikrobiologa.

Lekar so $pecializaciou v klinickej mikrobiologii vykonava viaceré ¢innosti, ktoré maju

klinicky vyznam. Spolupraca s klinickymi pracovnikmi zahffia kazdodenné konzultacie



s cielom poskytnut’ a uskutoc¢nit’ v praxi vyuziteIné mikrobiologické vysetrenie (Bhatacharya,
2010; Gavan, 1978). Konzulticie sa tykaju odberu vzorky, jej transportu, interpretacie
nalezov farbenych preparatov, vyznamu predbezného a kone¢ného vysledku v diagnostickom
procese, antibiotikogramu a jeho interpretacie pri vybere vhodnej empirickej liecCby, pouzitia
testov citlivosti pri vybere kauzalnej lieCby. V niektorych vacsich modernych nemocniciach je
tato ¢innost’ ulohou klinického ustavného mikrobiologa (Riordan, 2002).

Na OKM tvori tato konzulta¢na ¢innost’ sucast’ pracovnej naplne lekdra mikrobiologa
spolu s laboratérnou diagnostikou, pocitacovym spracovanim, analyzou, tvorbou vystupov pre
poistoviiu, tvorbou prehladov Cinnosti, citlivosti na antibiotikda, kontrolou kvality.
Konzultacnu ¢innost’ v oblasti lekéarskej mikrobioldgie vSak spravidla neméze uskuto¢novat

iny vysokoskolsky vzdelany pracovnik.

Poziciu klinického nemocniéného mikrobioldéga alebo ¢innosti tomu zodpovedajice na
OKM moze vykonavat’ lekér so Specializdciou v odbore klinickd mikrobioldgia s klinickymi
skusenostami alebo vedecky pracovnik. Klinické skusenosti s diagnostikou infekénych
ochoreni moézu usmernit’ pouzitie dostupnych a hladanie novych postupov s cielom
uskutoc¢nenia rychlej klinicky vyuzitel'nej diagnostiky. Vedecky pristup umoziuje aplikaciu
najnovsich vedeckych poznatkov v klinickej praxi, ¢im sa postva uroven diagnostiky na
vysSiu uroven, o je konecnym cielom vedeckého vyskumu a znamend zavedenie vedeckych
poznatkov do praxe (Gavan, 1978).

Bez ohl'adu na technickl uroven laboratdria, ¢innost’ a kvalifikaciu ostatnych pracovnikov
je lekar z odboru klinickd mikrobioldgia predstavitelom koncepcie klinickej mikrobiologie.
Jeho primérnou tlohou je poskytovat’ konzultaénl ¢innost, ktord spaja laboratorne nalezy
pacienta sjeho anamnézou a klinickym obrazom tak, aby interpretacia testov najlepSie

vystihovala skuto¢nost’.

Ulohou mikrobioldga v prostredi nemocnice je poskytnut délezité informacie veduce
k pochopeniu patogenézy ochorenia na zaklade charakteristik mikroorganizmov a k vyberu
spravnej terapie vd’aka porozumeniu mechanizmom pdsobenia ATB a vzniku rezistencie vo
vzt'ahu k infekénému ochoreniu. Je to oblast’” vedomosti, ktora spéja viaceré discipliny vedy
a mediciny; také postavenie ma len malo medicinskych odborov v takomto rozsahu a
s takymto dosahom na zdravotnu starostlivost’. Nadhl'ad a syntéza su sucast'ou metddy prac,
ktorej aplikacia pri rieSeni Uloh vytvara benefit ocakdvany od klinického mikrobiologa.

Mikrobiologické laboratorium, ktoré poskytuje sluzby vzdialenym nemocniciam, im moéze



poskytovat’ aj konzulta¢nt ¢innost’, 1 ked” vtedy je urcitym nedostatkom chybajiuca priama

komunikacia (Bhattacharya, 2010).

Administrativne ¢innosti klinického mikrobioldga v laboratoriu su zamerané na povinné
oznamenie vyskytu etiologickych agensov, vykondvanie Studii, surveillance ochoreni,
prehladov citlivosti, na aktualizaciu informacii v LIS, pripravu materidlov pre komisiu pre
racionalnu antibioticku terapiu, ktorej je spravidla ¢lenom, na vytvéaranie odbornych
usmerneni, poskytovanie informacii o ¢innosti pre zamestnavatel'a, MZ, inStiticie v oblasti
verejného zdravia, poistovne.

Vedeckd cinnost a akademické posobenie je sucastou prace mnohych klinickych
mikrobiologov. Aktivne sa zucastiiuji na vedeckej cCinnosti, vychadzajuc z praktickych
skusenosti overovanim novych poznatkov a vedeckym spracovanim ndhodnych alebo
opakovanych tkazov z laboratornej praxe. Vytvaraji a vedecky overujli experimenty, ktoré st
zalozené na dlhodobych pozorovaniach v klinickej a laboratornej medicine. Takato vedecka
¢innost’ je prinosom a vedie k akademickému rastu pracovnikov, ¢im sa vytvara Siroka
zékladna pre primarny vyskum na jednej strane a aplikaciu vedeckych poznatkov v praxi na

druhej strane.

Vlastné vzdelavanie avyucba zacinajucich lekdrov je opakujicou sa cinnostou
mikrobiologov pracujicich na OKM. Letné praxe, stize, pobyty pred Specializaénymi
skuSkami, ktoré sa uskuto€iiujii takmer vo vSetkych zdravotnickych odboroch, sa realizuju aj
na OKM. Priprava a prezentacia prednaSok na odbornych forach, seminaroch a workSopoch
su pravidelnou sucastou odbornych aktivit aj klinickych mikrobiologov. Vyucba malych
skupin medikov, odbornikov pred Specializa¢nou skiskou sa uskutocituje takmer pocas celého
roka. Praktickd pomoc pri ziskavani aanalyze udajov, vySetrovani podla vedeckych
protokolov pre potreby zéverecnych, diplomovych, dizertatnych prac, vedeckych projektov,
publikacii a prezentacii patri medzi aktivity Specialistov v klinickej mikrobiologii (ASCP

Task Force, 2008).

Dalsie profesionalne a dobrovolné aktivity si napliiou prace klinického mikrobiologa.
Niektoré su potrebné pre jeho vedecky alebo akademicky rast, pre ovplyviiovanie trovne
verejného zdravia na lokalnej alebo narodnej urovni, iné mozu priniest’ zdroje pre d’alsi rozvoj
pracoviska, medzinarodné kontakty a prezentaciu pracoviska. Patria sem expertizne ¢innosti,

platené sluzby, prednéasky alebo stidie pre vyskumné pracoviskd, farmaceutické spolocnosti



alebo spolo¢nosti venujuce sa vyvoju €i distribucii diagnostik pre mikrobioldgiu. Tuto pracu
mdze vykonavat’ dobre riadené laboratorne pracovisko, ktoré ma nielen technické vybavenie
a personalne obsadenie, ale aj vhodné a priaznivé prostredie spifiajiice podmienky kvality,
bezpecnosti, obchodnej, administrativnej a finannej istoty. Atmosféra ddvery,

spolupatri¢nosti a kolegiality je len d’alSou vyhodou.

NajdolezitejSia ¢innost OKM — konzultacna ¢innost’ — by mala byt k dispozicii sedem dni
v tyzdni, ¢o mdze byt finanCne naroné a neprijatelné v podmienkach siukromného
laboratoria, ktorého ulohou je okrem vsetkého horeuvedeného aj tvorba zisku. Dosledné
uplatiiovanie je mozné v podmienkach spojenia akademickych vyucbovych zakladni s OKM v
lieCebno-preventivhom zariadeni. Zdroje pre takéto Cinnosti mozno ziskat pri uplatneni
viaczdrojového financovania (poistovne, samoplatitelia, vedecké granty, spoluucast
sukromnych laboratérii formou vyclenenia urCitej casti prijmov na uskutociiovanie
nadstandardnej, vedeckej a finanéne naro¢nej Cinnosti pracovisk OKM). Takyto pristup

umozni optimalnu a modernu laboratérnu sluzbu v procese starostlivosti o pacienta.

Buducnost’ mikrobiologie by mohla byt vyznamnejSia ako kedykol'vek doteraz, ak sa
podari zastavit’ zahrnutie mikrobiologie medzi tzv. SVALZ a bude sa orientovat’ na ¢innosti,
ktoré st predmetom odboru klinickd mikrobiologia zalozeného na laboratornej Cinnosti.
Klinicky mikrobiolég bez priamej ucasti na laboratdrnej mikrobioldgii nemdze mat vplyv
na rozsah Cinnosti, ktoré sa od neho ocakavaju. Objavovanie sa novych, ale aj starych,
zabudnutych patogénov, rozSirovanie antimikrobidlnej rezistencie, bezpe¢nost’ potravin,
bioterorizmus, starnutie populdcie a jej nachylnost’ na bezné ochorenia, problémy verejného
zdravia suvisiace s pohybom svetovej populacie — to vSetko st podmienky, ktoré ukazuju na
akutnost’ potreby odbornikov v laboratornej, lekarskej a klinickej mikrobiologii (Thomson,

1995).

Oddelenia klinickej mikrobioldgie prosperuju vdaka privatizacii a novym molekularnym
technologiam, ktoré sa pouzivaji na detekciu patogénov a antimikrobidlnej rezistencie.
Konflikt medzi dvoma skupinami pracovnikov v mikrobiologii — lekdrmi ainymi
vysokoskolsky vzdelanymi mikrobiolégmi — nemoéze priniest’ rozvoj odboru, ale len jeho
spomalenie. Vysokoskolsky vzdelany mikrobiolég - nelekér (laboratorny technik, magister
laboratornych vySetrovacich metdd, pracovnik velkych laboratornych celkov) prindsa do

odboru vynikajice vedomosti tykajlice sa diagnostiky a je schopny vyuzivat' najmodernejSie



technické poznatky a objavy a aplikovat’ ich v oblasti vySetrovania vzoriek a identifikacie
mikroorganizmov. M4 vSak len minimalne vedomosti o patogenéze infekéného ochorenia
a ulohe mikroorganizmu v jednotlivych fazach jeho vyvinu. Mikrobioldg — lekér nemusi vzdy
disponovat’ technickym zadzemim, ale pozna klinické nasledky interpretacie vysledku testu.
Mikrobiologicky vysledok, ¢i uz je ziskany konvencne, alebo modernymi spdsobmi, musi byt’
interpretovany adekvatne podla pouzitej metdody ana zaklade ostatnych charakteristik

pacienta a jeho ochorenia.

Zakladom zlepSovania cCinnosti OKM bol aplikovany alebo zakladny vyskum
uskuto¢novany v priebehu a prostrednictvom klinického testovania. Tento vyskum bol
financovany komerénymi vyrobcami laboratorneho vybavenia, diagnostik alebo
farmaceutickym priemyslom. UdrZanie produktivnych vztahov a pokraCovanie v klinickom
vyskume je vyznamnou sucastou dnesnych tloh finan¢ne Gspesného laboratoria (sukromného
alebo nie), ktoré chce poskytovat’ sluzby na kvalitnej urovni nelimitovanej podmienkou zisku.
Je naro¢nou tulohou zabezpecit' zdroje pre klinické testovanie (poistoviia, samoplatitelia)

a udrzanie vyskumného programu.

Nevyhnutnou sucastou prace Spickového mikrobiologického pracoviska su klinické
konzultacie. Dalgie &innosti s vzdelavanie, ziskavanie zdrojov prostrednictvom obchodnych
planov na viaczdrojové financovanie rozvoja a vyskumu, zvySovanie odbornej urovne
zamestnancov, poskytovanie klinickych, administrativnych, vyu¢bovych a vedeckych sluzieb,
spolupraca s klinickymi pracovnikmi a laboratériami. Maju za ciel’ vytvorenie a zavedenie
novych technickych metdd s dobrou klinickou interpretaciou a ucast’ na odbornej diskusii a
legislativnom procese smerujucom k zlepSeniu zdravotnej starostlivosti o pacienta

prostrednictvom dostupnych opatreni.

Informécie o tlohach klinickej a lekarskej mikrobiologie a potrebe expertov v tejto oblasti
treba posunut’ do tried aucebni. Nedostatok vedomosti, finan¢na, spolocenskd Cci
profesiondlna neatraktivnost’ sposobujii nedostatocny zaujem o tato oblast’ vedy a mediciny.
Nové metddy prace profesijnych institcii a vicsia viditel'nost’ si¢asnych mikrobiologov by

mohli prispiet’ k vytvoreniu novej generacie mikrobiologov.

1. na vlastntl vedecku ¢innost’ v oblasti sledovania néstrojov patogenity a imunogénnych

Struktar mikroorganizmov,



2. v oblasti diagnostiky na:

» moznosti mikrobiologie pri potvrdeni infekcii v diagnostickom procese vytvorenim a
pouzitim novych diagnostickych postupov,

* ulohy mikrobioléga pri interpretacii ziskanych vysledkov,

* vyznam stanovenia individudlnej citlivosti na ATB a

* interpretaciu prehladov citlivosti pre ucelnu farmakoterapiu a ovplyvnenie vyvoja
rezistencie mikroorganizmov na ATB,

3. na moznosti a aktivity kladené na mikrobiologiu, mikrobiologické laboratérium
a mikrobioldga v programoch epidemiologickej bdelosti (surveillance),

4. na ulohu mikrobiolégie pri zabezpeceni laboratornych cCinnosti, pri konzultaciach,
vybere diagnostického postupu a interpretacii vysledkov suvisiacich s vedeckou pracou

v inych medicinskych odboroch zameranych na ochorenia s mikrobialnou etiologiou.

Mikrobiolog sa v ramci vlastnej vedeckej praci venuje vyskumu baktérii, virusov, hub,
parazitov ich patogenéze, citlivosti na antimikrobovu terapiu, diagnostickym postupom
a inym oblastiam. Casto je tieZ poziadany o spolupracu pri zabezpe&eni vySetrovania vzoriek
pre vyskumné projekty, vedecké prace, dizertacné, diplomové a zéverecné prace kolegov
a Studentov z viacerych medicinskych odborov. To plati aj pre rézne odborné publikacie,
prezentacie, ¢lanky, prednasky, v ktorych s publikované a analyzované nové, experimentalne
alebo zaujimavé informacie o vyskyte, diagnostickom a terapeutickom postupe, pouziti
novych lie¢ebnych metdd ochoreni sposobenych mikroorganizmami. Spravidla je ucast
mikrobiologie sucastou metodiky vedeckej prace. Podla charakteru prace je prinos
mikrobiologa v tychto précach tiez zvy€ajne inovativny, experimentalny alebo vyuzivajuci
vysledky vlastného vedeckého vyskumu ¢i praktickych skisenosti. Preto byva mikrobiolog
Casto stCastou autorského kolektivu, spoluautorom publikécie alebo tym, ktorému sa v praci
venuje pod’akovanie. Njde sa aj ojedinela vynimka, ked’ sa napriklad publikacia o vyskyte
infekénej keratokonjunktivitidy zaobide bez udaja o spdsobe stanovenia etiologickej

diagnozy.

NajcastejSimi partnermi a najbliz§im spolupracovnikmi alebo najvernej§imi klientmi pre
mikrobioléga su infektologovia, pediatri, epidemiologovia a lekari z odboru verejného
zdravotnictva. Zaujimavé kazuistiky, dokaz nezvycCajnych infekcii (importované nékazy) su
oblastami, kde sa vd’aka blizkym kolegidlnym vztahom podarilo dospiet’ k diagnostickému

uspechu. Takato spolupraca sa zacina spravidla v obdobi predatestacnych a nastupnych praxi



buduceho mikrobioléga na infek¢nom oddeleni. Rovnako prax klinického pracovnika na
mikrobiologii, nech uz by sa zdala akokol'vek neddlezitou pre praktickt ¢innost’ v buducnosti,
je vyznamna pri vytvarani priamych kontaktov a poznani prostredia, uskali a moznosti

laboratornej diagnostiky mikroorganizmov.

Pri pouziti celej skaly diagnostickych postupov sa mikrobiologické vysetrenie alebo
sérologicky dokaz Specifickych protilatok stavaji diagnostickymi pre urcenie suspektného
etiologického agensa ako vyvolavatel'a ochorenia. Sérologické testy maji vyznam pri
diferencidlnej diagnostike. Vyber testov (identifikacné alebo sérologické) a naCasovanie
odberu vzoriek vyzaduju tizku spolupracu mikrobiologa a infektoldga, ktora umozni spojenie
klinickych priznakov s poznatkami o Stadiach patogenézy konkrétneho vyvoléavatela.

Osobitne naro¢né je to pri parazitarnych ochoreniach.

Diagnostika parazitarnych ndkaz ma v mnohych smeroch zésadné odliSnosti od
bakteridlnych a virusovych nékaz. Je to dané tym, ze parazitarne agensy patria do zivocisnej
riSe, pricom vicsina z nich prekondva komplikovany Zivotny cyklus so striedanim dvoch i1
viacerych hostitel'ov. Ddkladne poznanie bioldgie parazita je teda podstatné pre poznanie
symptomatolodgie, patogenézy choroby, ale najmi diagnostiky a terapie. Pri nejednoznacnosti
alebo absencii klinickych priznakov st hlavnou a casto jedinym sposobom dokazu

parazitarnej nakazy metody laboratdrnej diagnostiky.

V lekarskej parazitologii je diagnostika ochorenia na zaklade klinickych prejavov, s
ohl'adom na ich rozmanitost’, spravidla vel'mi tazka. Preto spolahlivou a €asto jedinou cestou
uréenia spravnej diagnézy su metody laboratorneho dokazu. Specificka laboratorna technika
umoziuje priamy dokaz a lokalizaciu parazita v tele ¢loveka. Ak nie je moZzny priamy dokaz,
pouzivaju sa tzv. nepriame metody, opierajice sa o dokaz protilatok. Prepatentné Staddium —
obdobie, ked’ sa parazit po ndkaze da laboratérne dokéazat’ z biologickeho materialu. Lekar
nemusi detailne poznat' spravanie parazita v tele ¢loveka. Je to vSak ddlezité pre spravne
indikovanie sposobu, mnozstva, frekvencie, lokalizacie, vhodného ¢asu odberu biologického
materidlu a vySetrenia. V lekdrskej parazitologii plati: jediné vySetrenie nestaci, najmé pri
negativnom vysledku. Existuju tzv. negativne fazy infekcie, ked’ parazita vo vySetrovanom

materiali nemoZzno n4jst’, hoci ndkaza pretrvava.

V Case intenzivej migracie svetového obyvatel'stva, ¢1 uz z turistickych, ekonomickych
9 9 9



socidlnych alebo profesiondlnych dovodov, sa zvySuje moznost zavleCenia novych
infekénych agensov do SR alebo vyskytu importovanych ndkaz u obyvatel'ov, migrantov ¢i
navstevnikov. Mikrobiologické pracoviskd a mikrobioldogovia maju byt pripraveni na
diagnostiku aj nie beznych infekcii, o vyzaduje teoreticku pripravenost’, ale aj manazment
aktivit na zabezpecCenie vhodnych dostupnych a v€asnych diagnostickych postupov. Takéto
emergentné infekcie byvaji Casto akutne s potencidlom vyvolat' atmosféru strachu.
V poslednych rokoch vzrastaju pocty cudzich Statnych prislusnikov prichddzajacich pracovat’

na Slovensko.

V mikrobiologickych laboratéridch sa stretdvaju vzorky na identifikaciu etiologickych
agensov z celého regionu a ich mnozstvo je vel'mi velké. Jednotlivy vysledok potrebny na
zvladnutie ochorenia individudlneho pacienta je neopakovatelny a jedinecny pre dané
ochorenie a jeho fazy. Subor vSetkych vySetreni alebo len niektorych vybranych podla presne
stanoveného diskriminacného kritéria je dblezitym zdrojom informécii pre vedecku alebo
prakticka Cinnost’ v oblasti sledovania charakteristik hromadného vyskytu ochoreni alebo
identifikacie novych vlastnosti v procese Sirenia infekénych ochoreni. Preto je epidemioldgia

odborom vel'mi uzko spolupracujucim s mikrobiologiou.

Opatrenia, postupy a zdkony, ktoré st stiCastou ochrany zdravia v jednotlivych oblastiach
zivota Cloveka, st predmetom S§tiidia a napliiou odborov hygieny a verejného zdravotnictva.
Urcovanie ich aktualnosti, G€innosti, vyhodnocovanie situacii s cielom dokézat’ potrebu ich
obnovy su napliiou prace odbornikov v oblasti verejného zdravotnictva a hygieny. V oblasti
prevencie, profylaxie a kontroly i€innosti opatreni na zabranenie vzniku prenosnych ochoreni
mikrobialnej etiologie je Ucast mikrobiologa nevyhnutnid. Mikrobioldég spolupracuje pri
objektivizacii faktorov vonkajSieho prostredia a ur€eni vyznamu mikroorganizmov pri ich
zmene. Medzi najcastejSie oblasti patri sledovanie endemizacie rezistentnych kmenov
v prostredi, podiel kontaminovanych materidlov, nastrojov a manipuldcie s nimi v procese
Sirenia infekcie a charakteristika vlastnosti mikroorganizmov pre moznost ich prezivania
v prostredi alebo pre kolonizaciu personalu ¢ pacientov. Ugast’ mikrobioldga je aktivnejsia
pri sledovani a charakterizovani novych vlastnosti mikroorganizmov, ako aj pri identifikacii
skuto¢nych rizik na zdklade objavenia meniaceho sa patogénneho potencidlu, virulencie
kmeniov aich nastrojov. V kontexte sucasnych ekologickych, zdravotnych a socialnych
podmienok je takito aktivna uCast nevyhnutnd pri spravnej interpretacii vyskytu

emergentnych, reemergentnych mikroorganizmov ¢i mikroorganizmov s potencialom



6. IMUNOSEROLOGIA INFEKCNYCH CHOROB

Imunodiagnostika infekénych ochoreni je v sGc€asnosti vcentre zdujmu vzhladom na
vyznamné roz§irenie v praxi vyuzivanych modernych automatizovanych vySetrovacich
systémov amodulov. Specializované imunosérologické laboratéria oddeleni klinickej
mikrobiologie, ktorych je ziall Coraz menej a zroznych dovodov sa stavaju sucastou
konglomeratov laboratornych oddeleni SVLZ, si niekedy len vel'mi t'azko zachovavaji svoju
identitu v pritomnosti rychlych a pocitacom riadenych analyzatorov. Napriek nevyhnutnosti
eliminovat’ subjektivizmus a moznost individudlnej chyby zavedenim Standardizovanych
metod anapriek efektivnosti zavadzania automatizovanych pristupov nahradzujucich
manualnu a rutinnd (nie rutinérsku) pracu zdravotnickeho personalu, kazdé vySetrenie kazdej
biologickej vzorky by malo byt individualizované vo vybere metodiky, nacasovani
a predovSetkym interpretdcii. V obdobi, ked’ existuju automaty, ktoré za hodinu vykonaji
analyzu 800 az 1000 vzoriek na takmer akykol'vek biochemicky, hematologicky,
imunologicky ¢i sérologicky parameter, ktory oSetrujuci lekéar indikuje — a niekedy aj nie
(vratane molybdénu v slzdch — Co je vzity termin pre indikaciu klinicky nerelevantného
laboratérneho vySetrenia), je redlne riziko tzv. ,results overload* — pretazenia laboratornymi
vysledkami. To sa stane, ked’ ponuka presahuje moznosti vyuzitia a intaerpretacie. Je to
situdcia, kedy je vysledkov tolko, Ze pri suCasnom niekedy aj alibistickom pristupe, ku
ktorému lekarov Casto privadza nezodpovedajuce postavenie v spolo€nosti, je mozné stratit’
prehlad alebo odborny nadhlad. Indikovat vySetrenie neznamend ziadat vSetko, co
laboratorna sprievodka ponuka. Indikovat’ vySetrenie znamend prist na to, ¢o je ucelné
vySetrit' a Cakat’ na vysledok, lebo ten ovplyvni rozhodovanie. Existuji rutinné bezné
vySetrovacie postupy, kde nemusi lekdr dlho uvaZovat avdaka vzdelaniu, praxi
a vedomostiam vie okamzite, ¢o potrebuje. Je to ako s jedlom. Niekedy staci trochu sa najest’
v reStauracii rychleho obcerstvenia, ale niekedy potrebujeme, aby nas Spickovi profesionali

hyckali a kompletne obsluzili napriklad ako u Maxima.

Tieto skriptd st zamerané na vSeobecnll charakteristiku moznosti imunodiagnostiky v oblasti
infekénych ochoreni, identifikdciu moznych postupov, podmienok, ktoré¢ ovplyviiuju vyber
metodiky, jej vyuzitie pre stanovenie S$tadia ochorenia a vrdmci imunodiagnostiky
infekénych ochoreni. V pripravovanej druhej ¢asti budu detaily laboratornych postupov pri

dokaze mikrobialnej etioldgie vybranych ochoreni, ich indikacie a interpretacia.



6. 1 Principy imunitnej odpovede vyuzitePné v sérologickej diagnostike
Baktérie
Imunitnd odpoved’ na extracelulirne baktérie musi reagovat’ na vSetky mechanizmy

mikroorganizmu pouzivané pri vniknuti a invazii do I'udského organizmu s cielom vyvolania

ochorenia. Specifickda imunitnd odpoved’ zahffia predovietkym tvorbu protilatok proti
Strukturdlnym antigénom (proti puzdrovym polysacharidom, povrchovym antigénom) alebo
molekulam uvolfiovanym Zzivou baktériou alebo po jej rozpade (exotoxiny, extracelularne
enzymy). Specifické protilatky proti niektorym typom bakteridlnych antigénom st protektivne
(napr. antikapsularne protilatky proti PRP Hib) a ich pritomnost’ v dostato¢nej koncentracii
staci na zabranenie Sirenia infekcie, iné st neutralizujuce a brania tkanivovému poskodeniu
hostitel'a (protilatky proti tetanickému alebo difterickému toxinu). Véac¢Sina znich ma
diagnosticky vyznam svedciaci pre pritomnost mikroorganizmu alebo pre typ vyvolaného

ochorenia. Aktiviacia komplementu prispieva k Gspesnej opsonizéacii €1 uz za pritomnosti

Specifickych protilatok alebo bez nej. MAC — membrane attack complex, vytvoreny na
povrchu bunkovej membrany ako konecny produkt aktivacie komplementovej kaskady
naruSuje Struktiru membrany niektorych gram negativnych baktérii, ¢o vedie k ich lyze
(Neisseria meningitidis). Aktivacia komplementu je potrebnd na uvolnenie chemotaktickych
faktorov (C5) aich pritiahnutie do miesta infekcie. Endotoxin uvolfiovany zo steny gram
negativnych baktérii alebo pritomny v mieste infekcie v ¢ase masivneho mnoZenia (N.
meningitidis) aktivizuje komplementovi kaskadu alternativnou cestou bez pritomnosti
protilatok. MoZe spdsobit’ degranulaciu PMNL auvolnenie cytokinov s vyraznymi
biologickymi ucinkami, ktoré v dostatocnej koncentracii plnia ulohy neSpecifickej imunity.
Pri nelieCenej gram negativnej infekcii alebo vysokych koncentracidch vol'ného endotoxinu
v cirkulacii méze dojst’ k rychlemu nastupu potencidlne letdlnych G€¢inkov tvoriacich klinicky

obraz endotoxinového Soku.

Imunita na intracelularne patogény je primarne bunkového typu, popisovaného ako IV. typ

hypersenzitivnej reakcie - opozdend precitlivelost’ T bunkového typu, zahfiiajiica lymfocyty,
cytokiny a makrofagy. Existuji len 2 typy pristupov ako dokazat tento typ Specifickej
hypersenzitivity. Je to in vivo uskuto¢neny kozny test stanovujlici reakciu na intradermalne
podané purifikované antigény (tuberkulinovy test) alebo in vitro uskuto¢iiovany klasicky test
transformécie lymfocytov po podani purifikovaného antigénu. Inym in vitro testom v
stuCasnosti bezne pouzivanym na dokay latentnej infekcie baktériou Mycobacterium

tuberculosis  je test IGRA - interferon gama release assay. Obidva tieto testy musia byt



interpretované vel'mi citlivo vzhl'adom na vysoké riziko neSpecificky falosSne negativnych
vysledkov pri imunosupresii u pacientov s infekciou i.c. baktériami. Protilatky pokial st
vytvorené pri infekcii intracelularnymi patogénmi moézu byt diagnostické, obvykle ale

neplnia protektivnu ulohu a nie st znakom Specifickej imunity.

Virusy

Protilatky (imunoglobulin G — IgG a imunoglobulin M — IgM) st schopné naviazat’ sa priamo
na extracelularne umiestnené virusy a ich antigénne derminanty (epitopy) a zabranit’ vizbe
virusu na cielovi bunku. Ak virus sposobuje virémiu, st produkovné neutralizujuce
protilatky. Tie mézu byt dvojakého typu — na komplemente nezavislé a komplement
stimulujuce. Protilatky typu IgM, IgA a IgG st schopné neutralizovat’ infekénu aktivitu
vSetkych zndmych virusov, pokial’ sa nachadzaju v mieste ich pdsobenia. Intracelularne alebo
vertikdlne sa Siriace virusy nie s ovplyvnené neutralizujicim G¢inkom protilatok (a unikaja
pred imunitou hostitel'a). Protilatky tiez znizuju infek¢nost’ virusov prevenciou ich uchytenia
na Specifické receptory cielovej bunky alebo vytvorenim konformaénych zmien virusovej
Struktiry, ktord podporuje agregaciu - zhlukovanie. Agregicia ulahcCuje efektivnejSiu
eliminidciu mechanizmami zavislymi na protilatkynach akymi je opsonizicia, aktivacia
komplementovej kaskady alebo oboje. Virus hepatitidy B je prikladom virusu, ktory moze
byt eliminovany protilatkami sprostredkovanou imunitou aj v Case ich uvoltovania do krvi
z cielového tkaniva, v ktorom sa pomnoZzuju (sekundarna virémia). Pri niektorych infekciach
vSak protilatky proti virusovym proteinom mozu posobit’ imunopatologicky. Napriklad séroveé
protilatky proti RSV — respiratno syncycidlnemu virusu, ktoré nie su protektivne, a ak st
sucastou Specifickej transplacentarne pasivne prenesenej imunity od matky, mézu sposobit’
ochorenie z imunokomplexov — III. typ hypersenzitivnej reakcie tzv. Arthusova reakcia
v pl'icach novorodenca po postnatilnej infekcii RSV. Podobny ucinok preformovanych
antivirusovych protilatok sa popisoval po naslednej infekcii virusom osypok ako aj po
neskorSej infekcii divokym virusom morbil pacienta ockovaného star§im typom Zivej vakciny
proti morbilam. Imunitna odpoved’ na intracelularne a vertikdlne sa Siriace virusy je obvykle

prejavom bunkami sprostredkovanej cytotoxicity. Cytotoxické efektorové bunky

rozpoznavaju zmeny povrchovych antigénov, ktoré boli sposobené virusovou infekciou.
Endogénne zmenené antigény st prezentované prostrednictvom MHC I molekuly na povrchu
infikovanej bunky Specifickym T lymfocytom alebo neSpecificky aktivizuju cytolytické

prirodzené zabijae (natural killers) a makrofagy. Na protilatkach zavisla bunkami



sprostredkovana cytotoxicita ADCC (antibody dependent cell mediated cytotoxicity) je tiez

uc¢innym mechanizmom antivirusovej cytotoxicity

Huby

Imunita pri  ochoreniach vyovalanych patogénnymi a medicinsky vyznamnymi hubami
(kvasinkami a pliesiiami) je primarne sprostredkovana bunkami. Detekcia Specifickych IgM
algG protilatok proti niektorym hubam vyvolavajiicim systémové postihnutie pripadne
suvisiace s fungémiou mozu prispiet’ k stanoveniu diagnozy. Tieto protilatky vSak nemaju

protektivne G¢inky. Dokazujeme ich najCastejSie imunoprecipitacnymi metédami.

Parazity

Parazity (prvoky a Cervy) vyvoldvaju rézne prejavy imunitnej reakcie. Infekcia Cervami je
charakterizovana tvorbou predovietkym IgE protilatok. Cervy $pecificky stimuluju CD4+Thl
- T helper lymfocyty, ktoré produkuju IL-4 alL-5. Cytotoxicita zavisla na protilatkach
(antibody dependent cell cytotoxicity ADCC) prostrednictvom eozinofilov a IgE sa povazuje
za ucinnl pri eliminécie ¢ervov, pretoze hlavny bazicky protein v granuldch eozinofilov je
toxicky pre cervy. Pokrytie Cervov Specifickymi IgE protiladtkami a nédsledné naviazanie
eoinofilov cez Fc fragment molekuly IgE vedie klikvidacii cervov eozinofilmi
prostrednictvom ADCC. Niektoré parazity produkuji vajicka, ktoré indukuju tvorbu
granuldmov (Schistosoma manson). v niektorych orgadnoch — napr. v peceni. Stimulované
CD4+T lymfocyty aktivuju makrofagy, ¢o vedie k tvorbe granulomov a izolovaniu vajicok od
ostatné¢ho tkaniva. Tvorba fibrézy prerusi zdsobovanie venoznou krvou v pe€eni s naslednou
hypertenziou a cirh6zou. Intracelularne protozoa casto aktivuji Specifické cytotoxické T
bunky. Je to kI'i¢ovy moment napriklad pri zabrdneni diseminacie intracelularne

lokalizovanych plazmdédii pri malarii. Imunokomplexy tvorené protilatkami a parazitarnym

antigénom moZu byt zachytdvané cievami v mikrocirkuldcii obliciek aviest ku
glomerulonefritide z imunokolmplexov.. Parazity zivoCichov si vytvorili pozoruhodné
mechanizmy obrany veduce k nastoleniu chronickych infekcii predovSetkym u stavovcov.
Prvky prirodzenej obrany proti parazitom su vel'mi slabé a neucinné. U parazitov sa vyvinuli

domyselné mechanizmy ako uniknut’ Specifickej imunite hostitel’a.



6.2 Zakladné pojmy laboratéorneho dokazu mikrobialnej etiologie ochorenia

Priama diagnostika je urCena na zviditeI'nenie resp.dokazanie pritomnosti etiologického
agensa alebo jeho sucasti. Pouzivaju sa na to rozne postupy, ktoré su ale individudlne vhodné
podla typu mikroorganizmu a Stddia ochorenia. Patria sem mikroskopické a kultivacné
metddy baktérii hub a parazitov, dokaz antigénov (sérologickymi resp.imunodiagnostickymi
metédami popisanymi dalej), dokaz nukleovej kyseliny (PCR metody), identifikacia
proteinov (Malditoff, proteomika), izolacia virusov a dokaz ich patogénnych vlastnosti

(cytopaticky efekt, interferencia, neutralizacia).

Nepriama diagnostika - je zalozend na detekcii Specifickych protildtok roznych izotypov
(IgG, IgA, IgM) a funkcii (neutralizatné, komplement fixa¢né), ktoré su produkované
hostitel'om v rédznom obdobi a mnozstve v rdmci imunitnej odpovede na infekciu. Pévodné
pomenovanie sérologické reakcie vystihovalo prostredie, v ktorom sa protilatky dokazovali.
Dnesné pomenovanie - imunodiagnostické metody - zdoraznuje skutocnost, ze protilatky su
nastrojom imunity. Laboratorne postupy vyuzivajuce sérologické reakcie alebo
imunodiagnostické pristupy su vzdy zalozené na reakcii antigénu so Specifickou protilatokou

v urcitom prostredi.

v
vy >4
Toxin molecules el Cell damaged Neutralizdacia - protilatky sa naviazu na
by toxin ’ v A . .
i toxin, ¢im dojde k obsadeniu antigénnych
!}4; 4 & Struktur, ktorée sa nemozZu naviazat na
+ % + v . 14 . : . v

vA : b Specifické receptory cielovej bunky, cim

Toxin Antibodies to toxin i ) Cell Neutralized toxin and fe neul‘ralizovand funkcia toxl’nu

undamaged cell

Jednotlivé sucasti sérologickej reakcie moéZzu mat’ rdozne charakteristiky, ¢o ur€uje ich

pouzitie:

- antigén moéze byt napriklad korpuskularny, rozpustny, elektroforeticky alebo inac

separovany a fixovany, rekombinantny...

- protilatky moZu byt rdznych izotypov alebo su celkové, monoklonalne, protektivne,

neutralizujuce ...

- prostredie, v ktorom prebiehaju reakcie je zakladom pre vizualizaciu vysledku a

roznorodost’ prostredi dand ich fyzikdlnymi a chemickymi -charakteristikami urcuje




rozmanitost’ dostupnych diagnostickych metdéd a postupov, pricom kazda z nich ma svoje

opodstatnenie a presnt indikéciu.

Pri dokaze protilatok proti korpuskularnemu antigénu - napriklad baktérii v tekutom prostredi

sa pouzivaju aglutinatné metody. Ich Specificita a senzitivita sa zvySuje naviazanim antigénu

(alebo protilatky) na nosi¢, ¢o je zdkladom hemaglutinacnych, resp. latexaglutinacnych

metod.
A _ inati o . o, .
Bacteria T Protilatky sa mozu naviazat' na antigény na
@% Antibody _ bunkach alebo casticiach a pospdjat ich
- / navzajom -  aglutinovat.  Aglutindcia

f&% T
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B p—— molekulovej siete a tym sa inhibuje ich

. Erythrocytes -y pohyblivost, ¢im su ndchylnejsie na
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. . Sk napriklad erytrocyty (B - hemaglutindcia)
alebo inertny material napriklad latex (C -
G e sl ~agulination latexaglutindcia), na ktorych povrchu su
4 exprimované Specifické antigény
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Dokaz protilatok proti solubilnych antigénom (napr. toxinom) je mozné uskutocnit’ v tekutom

alebo polotuhom prostredi (v agare), kde rozpustny antigén difunduje a pri stretnuti so
$pecifickou protilatkou vytvara precipitait. V tekutom prostredi prebiehajii precipitaéné

reakcie, pri ktorych sa navrstvi sérum pacienta obsahujuce protilatku na antigén v roztoku.

——a
E rozpustny
ool antigén
B
« || zona
<20 | ekvivalencie

" 1| precipitat

L ‘ protilatky
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V agare prebiehajiice imunodifuzne metdédy boli privedené k dokonalosti

dispozicii v podobe radidlnej

a dnes su k

imunodifizie, dvojitej imunodifiizie, protismernej

imonelektroforézy obvykle nesuce meno podla autora (Mancini, Ouchterlony).

Soluble antigen N,
placed in well JA

Antibody in gel

Precipitin ring

Ring diameter is
directly proportional
to antigen concentration

Radialna imunidifuzia (podl’a Mancinovej) je
technika spocivajuca na difuzii rouzpustného antigénu
cez agarovy gel obsahujuci protilatku. Vrstva tekutého
agaru obsahujuceho protilatku je naliata na sklicko a
nasledne sa necha stuhnut. Antigén je potom
umiestneny do jamky, ktora sa vyreze v geli a radidalne
difunduje do gelovej hmoty. Precipitacny prstenec sa
vytvori v zone ekcivalencie. Priemer precipitacného
prestenca je priamo umerny koncentrdcii antigénu a
porovnanim s koncentrdaciami Standardy a po vytvoreni
Standardnej  krivky je mozné stanovit presnu
koncentraciu antigénu . Metodiku je mozné pouZit' na
kvantifikovanie bielkovin séra, alebo stanovovanie
protilatok proti roznym mikrobialnym antigénom v
experimentdlnom vyskume .

Dvojita difuzia (podla Ouchterlonyho). Je

a+b a

Identity

anti-a’ + anti-b

modifikaciou radidalnej imunidifizie. Jamky su
vyrezané do stuhnutého agarového gelu. Rozpustny
antigény sa lokalizuje do jednej jamky a protilatka
do druhej, obvykle uprostred, odkial' difunduju do
gelu. Vrchny panel: Precipitacna linia je vytvorend
v zone ekvivalencie. Precipitacna linia (Cervena) sa

Antigens
a insulin
a' proinsulin

Nonidentity

b thyroglobulin

vytvorila medzi vrchnou jamkou v lavo, obsahujucej
2 antigény a+b, pricom sérum obsahovalo
protilatku proti obidvom antigénom anti a aj anti b.

V pravej jamke bol lokalizovany len jeden antigén

Antibodies
anti-a’ to proinsulin

anti-a' + anti-b

—

anti-b to thyroglobulin

a, vytvorend  precipitacna  lina  (modra)
determinovala protilatky anti a. Ukazuje obraz
identickych antigénov v dvoch jamkach Stredny

a+b a
Partial -
identity
with
spur o

anti-a’ + anti-b

panel: zaznamenal dva neidentické antigény a dva
typy protilatok kazdu proti jednému z antigénov
(neidentické antigény). Spodny panel: Protilatk
reaguje proti dvom podobnym antigénom. Modra
precipitacnadlinia ma tvar ciastnocnej identity,
obsahuje nespecificky oblucik




e . Imunoelektroforéza - je modifikdaciou

dvojitej difuzie. Antigén sa umiestni do
Jjamky v agarovom geli. Aplikovany prud do
gelu  sposobi  migraciu  antigénov
ovplyvnenu nabojom a velkostou. Otvor,
ktory je nasledne vytvoreny v geli sa napini

Gel

Electrophoresis

(
+ e =) ﬁm antisérom obsahujucim protilatky.
Anode Obidvoje - antigény (modré) aj protilatky
(Cerevené) nasledne difunduju a vytvaraju
Load antiserum - . precipitacné linie (fialové) v mieste stretu.
& diffusion & 3 @ - .
a

Precipitin W
bands e’

Rekombinantné antigény - niektoré mikroorganizmy, napriklad baktéria E:coli, sa pouziva na

pripravu ludskych alebo inych antigénov. VyuZiva sa schopnost bakteridlnej bunky
exprimovat’ heteroléognu genetickii informéciu. Inkorporaciou genetickej informacie
pozadovaného antigénu do gendému FE.coli je umoznend transkripcia a translacia tejto
cudzorodej genetickej hmoty a syntéza Specifického antigénu. KI'icovou tlohou je purifikacia
ziskaného antigénu od vSetkych antigénov E.coli, ktoré v opacnom pripade st zdrojom
neSpecifickych faloSne pozitivnych vysledkov testov, ktoré pouzivaju rekombinantné
antigény. Aj v tomto pripade plati, Ze nie sme taki bohati, aby sme kupovali lacné

diagnostické sety.

Ak je vychytavajuca molekula alebo Struktira, ¢i uz antigén alebo protilatka naviazana na

pevnu fazu - Struktiru je mozné imunokomplex po reakcii antigénu s protilatkou zviditelnit

diagnostickou protilatkou - konjugdtom, oznacenou enzymom, radionuklidom alebo
fluorochromom. Takéto nastavenie je podstatou ELISA, RIA resp. imunofluorescencnych
testov, ktoré pri zaznamenani intenzity znacenej protilatky moéZzu umoznit’ kvantitativne

hodnotenie.
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ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay -
enzymom znacené protilatky su pouzivané na
urcenie Specifického epitopu (antigénu). 1. Test
prebieha v jamke mikrotitracnej polystyrénovej
platnicky (obvykle v sete obsahujuicom 96 takych
jamiek) schopnych adsorbovat’ protein. 2.
Rozpustny antigén je pridany a kovalentne
naviazany na umely povrch jamky. 3.
Nenaviazany  material je odplaveny  pri
premyvani. 4. Sérum obsahujuce protilatky je
pridané do jamky. Specifické protilatky sa pevne
naviazu na antigén 5. Nenaviazané protilatky su
odplavené pri premyvani. 6. Enzymom znacené
protilatky proti molekulam ludskej protilatky su
pridané do jamky. 7. Nenaviazané, enzymom
znacené protilatky sa odstrania pri premyvani. 8.
Chromogén substrat rozloZitelny enzymom sa
prida do jamky. 9. Zmena farby ukazuje na
pritomnost  enzymom znacenej sekundadrnej
protilatky, ktora bola naviazana, len ak boli
pritomné Specifické protilatky paroti epitopu v
sere pacienta. Intenzita zmeny farby ukazuje na
mnozstvo detekovaneho epitopu.
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Fluorescencénd imunoanalyza - FIA - ma
podobné urcenie ako ELISA.1. Test prebieha v
jamke mikrotitracnej polystyrénovej platnicky
(obvykle v sete obsahujucom 96 takych jamiek)
schopnych adsorbovat’ protein. 2. Rozpustny
antigén je pridany a kovalentne naviazany na
umely povrch jamky. 3. Nenaviazany materidl je
odplaveny pri premyvani. 4. Sérum obsahujuce
protilatky je pridané do jamky. Specifické
protilatky sa pevne naviazu na antigén 3.
Nenaviazané protilatky su  odplavené pri
premyvani.o6. Fluorochromom oznacené
protilatky proti molekulam protilatky su pridané
do jamky. 7. Nenaviazané, znacené protilatky sa
odstrania pri premyvani. 8. Fluorescencia
ukazuje na pritomnost epitopu
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6. 3 Charakteristika Specifickych sicasti imunodiagnostickych postupov
Imundiagnostika je diagnosticky pristup, ktory stanovuje antigény alebo protildtky na
identifikdciu ochorenia pacienta zndzornenim infikujiceho agensa alebo prvkov
imunologickej odpovede na infekciu.

Imunodiagnostika infekénych ochoreni zahfna dva pristupy

— ur¢ovanie Specifickych antigénov alebo

- stanovenie antigén Specifickych protilatok.

Ako uz bolo konstatované urcovanie Specifickych mikroorganizmov a ich sucasti (antigénov)
je podstatou priamej diagnostiky mikroorganizmu v biologickej vzorke pacienta alebo na

uréenie antigénnych vlastnosti mikroorganizmu tzv. sérotypizaciu.

Stanovenie vyvoldvatela ochorenia metodami nepriamej diagnostiky je mozné
identifikéaciou antigén Specifickych celkovych protilatok alebo jednotlivych tried Specifickych
protilatok, ktoré stt molekulami jednotlivych izotypov imunoglobulinov.

Detekcia jednotlivych typov Specifickych protildtok niektorou metédou ma vlastni
vypovedni hodnotu. Pri klasickych metodach (aglutindcia, KFR, precipitacia a dalSie) sa

detekuje zmes tried protilatok a pre diagnostiku je potrebné sledovat’ dynamiku ich tvorby

minimalne z 2 odberov v rozsahu 14-21 dni. Pritomnost’ $pecifickych protilatok roéznych

izotypov je charakteristickd pre jednotlivé §tadia ochorenia:



Imunoglobuliny M (IgM protilatky) sa objavuji na zacCiatku infekcie a su detekovatel'né od 7.
az 10. dna po infekcii podla citlivosti testu. Su znakom akutnej infekcie ale pretrvavaja 3-6
mesiacov po primoinfekcii. U novorodenca st znakom intrauterinnej infekcie. Kedze
pritomnost’ IgM v sére je docCasnd, ich nalez svedCi pre neddvnu akutnu infekciu a na jej
potvrdenie staci obvykle jedna vzorka. IgM protilatky sa nevyskytuju vyhradne pri primarne;j
infekcii a v niektorych pripadoch perzistuji dlhodobo. Stanovené IgM protilatky je potrebné
hodnotit’ pre kazdé¢ infekéné agens individualne

Imunoglobuliny IgG sa objavuju neskor (okolo 14.dia) a vrchol dosahuju v 4. — 6. tyzdni po
infekcii. Perzistuji dlhodobo a pretrvavaji dlhodobo az celozivotne (podl'a prvotného
antigénneho stimulu, imunitného stavu pacienta a naslednej reexpozicii s booster efektom na
koncentraciu protilatok). Su znakom protektivnej imunity. Imunologické testy stanovujice
IgG protilatky vyZaduja niekedy parové vzorky. Prva vzorka by mala byt’ odobrata v priebehu
akutnej fazy infekcie a druha v obdobi rekonvalescencie podobne ako pri klasickych
sérologickych metédach (KFR, nepriama aglutinacia).

Sérové IgA protilatky maji réznu vypovedni hodnotu pre rozne etiologické agensy.
Vseobecne sa IgA protilatky tvoria v akutnej faze ochorenia, avSak vytvaraju sa aj pri
reaktivacii chronického ochorenia, alebo pri reexpozicii infekénému agnesu.

IgE protilatky suvisia s parazitdrnymi ochoreniami. Diagnosticky vyznam IgD nie je urceny,
uplatiuju sa predovSetkym pri prezentacii antigénu a jeho spracovani v obdobi tvorby,
aktivacie a stimuldcie Specifickej imunitnej odpovede.

Interpretacia laboratérnych nélezov vyZaduje skusenosti a dobré teoretické znalosti, pretoze
perzistencia protildtok mnoho rokov po akutnej infekcii a chronicky priebeh infekcie

s moznou reaktivaciou poskytuje Skalu mnohych kombindcii laboratérnych nalezov.

Schématicka interpretacia nalezov jednotlivych izotypov Specifickyckych

Stadium infekcie IgM IgA IgG
Akutna infekcia + -(4) -
Postakutna faza, rekonvalescencia + +(-) +
Anamnestické protilatky, - - +

prekonana infekcia, postavakcina¢né protilatky

Reexpozicia vyvolavatelovi - + +

Reaktivacia chronickej infekcie




expansion

Humordlna protilatkova
odpoved’ moze byt roznoroda a
mozu sa produkovat’ postupne
rozne izotypy molekul s tym
istym epitopom - s tou istou
Specificitou (IgM, IgG, IgA,
IgE)

Cellular
expangion
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Opakované expozicie

Repeated exposwes 10 antigan and
T calls produce serial reactivations
of mamory B cells. Isotype switches
occur during these reactvations.
Light chains are not alectad by tha
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buniek, pocas ktorych

dochadzapostupne k
preladeniu izotypov
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6. 3.1 Detekcia antigénov

SPIA - solid phase imuno assay —

imunoanalyza na pevnej fdze — je beZne pouzivany termin

v anglickej literatiire na oznaCenie imunoanalyz v pevnom prostredi. Na detekciu je mozné

vyuzit' trojaké nastavenie systému: kompetitivna analyza, priama sendvicovd metdda

a nepriama sendvi¢ova metdda.



Kompetitivna analyza — oznafeny antigén je zmieSany s biologickou vzorkou, ktord mdze

obsahovat’ antigén a tato zmes je pridana na pevnu fazu (do jamky dosticky). Obidva antigény
sut'azia o vol'né vizobné miesto obmedzeného mnozstva protilatky naviazanej na pevnu fazu.
Negativna kontrolka obsahuje len oznacCeny antigén. Meria sa rozdiel aktivity medzi

kontrolkou a vzorkou. Detekéné protilatky st oznacené enzymom.
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Priama sendvi¢ovd metdda (dvojité protilatky) — klinickd vzorka sa prida k naviazanym

vychytavajicim protilditkam (capture). Nenaviazany antigén je odstraneny premytim. Potom
sa pridajii enzymom oznacené detekéné protilatky. Po pridani substratu je aktivita produktu
priamo Umernd mnoZstvu oznacenej protilatky naviazanej na antigén na pevnej faze.
(Nenaviazand oznacend protilatka bola odstranend premytim). Testy, v ktorych sa pouzivaju

polyklonalne vychytavajliice a monoklondlne detek¢né protilatky davaju najlepsie vysledky.
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Nepriama sendvicovd metdda (dvojité protilatky a antiglobulinové protilatky) — pouziva

vychytavacie protilatky (capture) a detekéné protilatky, ale tie nie st oznacené enzymom.
Okrem nich sa pridava indikator, ktorym st enzymom oznacené antiglobulinové zvieracie
protilatky  proti  detekénym  protilitkam. Vzhladom na komeréni  dostupnost
antiglobulinovych oznacenych zvieracich protilatok, je tento systém s obl'ubou pouzivany. Je
to vel'mi citlivy postup, ale antiséra proti rédznym druhom moéZu byt’ zdrojom neSpecifickych

skrizenych reakcii.
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Imunodot (IDA) - na detekciu antigénu je podobnou metdédou ako Western blot (WB) na
konfirmaciu Specifickych protilatok. Obidve prebiehaju na nitrocelulézovej membrane, ktora
slizia ako pevna faza testu. Antigén v klinickej vzorke je aplikovany na nitrocelulézovy
reak¢ny strip, na ktorom st imobilizované protilatky. protilatky. Modifikaciou imunodotu je
imune complex dot assay, pri ktorom antigén reaguje s protilatkou a tento komplex je potom
aplikovany na nitrocelulézu a detekovany koloidnymi znacenymi zvieracimi protilatkami. Je
citlivejsi na detekciu antigénu v klinickej vzorke

Imunofluorescencia - bunky =z klinickej vzorky, v ktorej predpokladdme pritomnost
mikroorganizmu, sa premyju a aplikuju na sklicko (pevna faza). Po zafixovani sa pridaju

protilatky znacené fluoresceinom (priama IFA — imunofluorescenénd analyza) alebo sa

pridajua protilatky anéasledne fluoresceinom znacené antiimunoglobulinové protilatky

(nepriama IFA). Ak sa pouZije viacero fluorescencnych farbiv, ktoré sa prejavia ré6znymi

farbami, na oznacenie viacerych Specifickych protilatok, je mozné identifikovat’ na jednom
sklicku aj niekol'ko antigénov vo vzorke. Podobne modze byt pri nepriamej IFA
identifikovanych vo vzorke mnoho antigénov za pouzitia roznych capture (vychytavajlcich)
protilatok a rovnakej fluoresceinom znacenej antiimunoglobulinovej protilatke. Tento postup
sa pouziva vo virologii v pripade, Ze je potrebné pripravit' viacero preparatov zo vzorky

(detekcia respiracnych virusov z nasofaryngealneho vyplachu).

Tossaiie o Imunofluorescencia pouziva fluorescencné
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Imunoelektronova mikroskopia IEM - pouziva klinicki vzorku zaliatu do vhodnej
chemickej substancie. Tenké rezy sa nasledne aplikuju na mriezku a farbia Specifickymi
antisérami (sérum obsahujice Specificki protilatku) a koloidnymi zlatom znacenymi
antiimunoglobulinovymi protilaitkami a to tak, ze su rez nasiakne kvapku reagencie
aplikovant na parafinovy list. Pri IEM sa mdze pouzit’ aj elektronmikroskopicka mriezka
pokryta Specifickymi protilatkami na vychytavanie (capture) Specifickych antigénov.
Imunohistochemické farbenie - vyuZziva histologickil pripravu tkanivového preparatu, ku
ktorému sa ako posledné kroky pridaju Specifické protilatky a enzymom farbené zvieracie
protilatky a vhodny substrat na detekciu antigénu priamo v tkanivach.

Aglutinacia - je klasickd metdda vyuzivajice Specifické protilatky v roztoku (priama
aglutinacia), alebo viazané na latexové Ciastocky na detekciu mikroorganizmu (latex

aglutinacia) alebo jeho antigénnej Struktiry (sklickové aglutinacia).

a . .
H;‘ 2 ¢

Latexova aglutindcia - na latex naviazané specifické
protilatky, vychytaju mikroorganizmy vo vzorky

Serotvpizacia uréenie ag puzdra Séroptypizdcia - pouZitim Specifickych
antisér proti jednotlivym antigénom
je mozné urcit’ antigénnu Strukturu
baktérie.

Kolonia baktérie Haemophilus
influenzae je testovand protilatkami
proti moznym puzdrovnym antigénom
(a,b,c,d,ef). Pozitivna aglutindcia
vznikne len s jednym antisérom a. Cim
je urceny sérotyp baktérie

Antigén v biologickej vzorke reaguje so Specifickymi protilatkami a vytvori neroztrepatelné

zhluky za sucasného vycirenia tekuténo prostredia alebo suspenzie. VyuZiva sa na rychlu



diagnostiku vyvolavatel'ov meningitid detekciou v CSM, alebo u rozpustnych antigénov
v moc¢i. Nevyhodou tychto metodik je nizka senzitivita. Su zalozené na sledovani viditelného
komplexu antigénu s protilatkou. Obvykle sta¢i na detekciu bakteridlnych antigénov, ale nie
virusovych, ktoré st mensie a na vytvorenie viditeI'nych zhlukov je potrebné vécsia antigénna

hmota.

6. 3. 2 Detekcia protilatok

Kompetitivne testy umoznuju dokaz l'udskych protilatok proti virusovym a bakterialnym,
resp. mikrobidlnym antigénom reakciou vzorky s presne ur¢enym mnozstvom konjugovanej
Specifickej protilatky a inkubaciou zmesi s pevnou fazou, na ktorej je naviazay antigén.
Specifické protilatky, ak su pritomné vo vzorke, budi sutazit’ s konjugovanymi protilatkami
o viazbové miesta na pevnej fidze. Velkost, intenzita alebo aktivita vzniknutej reakcie je
nepriamo Umernd mnozstvu protilaitky vo vzorke. Protilatky proti antigénom je mozné
pripravit’ na zvieratach alebo purifikaciou z 'udskych séra alebo sa pouziju monoklonalne
protilatky. Priprava konjugatu vyzaduje sériovu titraciu konjugétu a sériovu titraciu antigénu
na vytvorenie takej dvojice konjugat - antigén, ktord by pri najvySSom riedeni generovala
signal, ktory by sa redukoval v pritomnosti protilatky vo vzorke. Vyhodou kompetitivnych
testov na meranie protilatok je jednoducha priprava Specifickych protilatok, monoklonalnych
a konjugovanych protilatok. Je jednoduchsie purifikovat’ protilatky ako antigén a aj relativne
necisty antigén je mozné pouZit’ na naviazanie na pevnu fazu. Kompetitine testy su citlivejSie
ako nepriame testy. Pevnd vaza je obvykle pokryta antigénom alebo antiimunoglobulinovymi
protilatkami (anti total, anti IgG, IgM, IgA) .

Ak je pevna faza pokryta antigénom, zachytavaju sa celkové protilatky, alebo sa ako detekcné
pouziju protilatky proti ludskym IgA, IgM alebo IgG zo zvieracich sér. Takyto postup si ale
vyzaduje adsorbciu reumatoidného faktoru. Ak je pevna faza pokryta antiimunoglobulinovymi
protilatkami su to obvykle IgM protilatky. Tento postup vychyta len IgM, ktoré budu potom
k dispozicii pre detekcné oznacené protilatky. V dalsom kroku sa prida neznaceny antigen,
ktory je nasledne detekovany detekcnymi protilatkami. Na pokrytie pevnej fazy sa pri detekcii
Specifickych IgG pouziva aj RF IgM (reumatoidny faktor). Vzorka so Specifickym IgG je
zmieSand so znacenym konjugatom a inkuboavana s pevnou fazou s RF IgM. Len Specifickad
IgG molekula sa naviaze na antigén a na pevnu fazu, preto staci len jeden krok (jedna

inkubdcia). Potrebnd je ale vysoka kvalita antigénu a RF IgM.



Stanovenie IgM — je dokazom akutnej infekcie. NajbeznejSou technikou je nepriama
imunoanalyza na pevnej fdze, na ktorej je antigén imobilizovany a sekundarnymi IgM
Specifickymi detekénymi protilatkami. FaloSne pozitivne reakcie su ¢asté a su sposobené¢ RF
IgM v pacientovom sére. FaloSne negativne vysledky sa mozu vyskytnat’ pri kompetitivne;j
inhibicii IgM vézby v pritomnosti vysokych hladin Specifickych IgG. Tieto problémy je
mozné riesit’ odstranenim IgG zo séra pacienta napriklad pridanim precipitujucich anti IgG

protilatok, alebo odstranenim RF prostrednictvom RF sorbentu (agregované IgG).

Pouczitie IgM capture testu eliminuje niektoré problémy. Polyklonalne anti IgM protilatky su
naviazané na pevnu fazu a pri inkubdcii s pacientovym sérom sa vSetok IgM naviaze na pevnu
fazu. Potom sa prida testovany antigén, ktory sa viaze na Specificky antigén. Znacené
sekunddrne protilatky identifikuju pacientove IgM. Pri takomto nastaveni su vsetky IgG
protilatky vyplavené pri premyvani, ¢im sa eliminuje moznost falosne negativneho vysledku.
Falosne pozitivny vysledok sa moze vyskytnut’ ako nasledok vizby IgM RF s IgG konjugdtom
alebo s akymkolvek IgG vo vzorke. Je mozné sa tomu vyhnut pouzitin Fab konjugatov alebo
priamou technikou, pri ktorej sa pouzije znaceny antigén v 2. kroku, cim sa eliminuju
imunoglobuliny viazuce RF. Problematické ale stdle zostavaju hranicné a nizkopozitivne
vysledky.

Imunoblot - molekuly mikroorganizmu vytvarajice jeho antigény a antigénne determinanty
(epitopy) — je mozné separovat’ na polyakrylamide gélovou elektroforézou a preniest’ na
nitrocelulézu. Tym je pripravend pevna faza reakcie. Pacientovo sérum, moc¢ alebo sliny sa
aplikuji na pevnu fazu a po reakcii a zafarbeni sa identifikujii protilatky proti jednotlivy

antigénom mikroorganizmu, ¢im sa zvySuje Specificitatestu.
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Westernblot pouziva na identifikdciu vytvoreného imunokomplexu enzymom znaceny
konjugat.

RIBA - rekombinantna imunoblot analyza vyuZziva rekombinantné antigény.



Radioimunoprecipitacia - tento typ testu vyuziva na detekciu Specifickych protilatok
imunoprecipitaciu radionuklidom zna¢ného mikrobidlneho proteinu s nédslednou detekciou
scintigrafom a autoradiografiou. Tato metoda ako aj ostatné metddy pouzivajuce radionuklidy
nie je v praxi vyuzivana. Svoje uplatnenie nasla v konfirmacnych testoch.

Imunofluorescencia — nepriama imunofluorescencia sa pouziva aj na detekciu Specifickych
protilatok v pacientovom sére. Za tymto ucelom sa antigén aplikuje na sklicko, kam po
vysuSeni a fixovani acetonom alebo metanolom je aplikované testované sérum (vhodne
nariedené). Fluoresceinom znacené anti imunoglobulinové protilatky sa aplikuji na sklicko
a po inkubacii a premyti je vzorka zakvapkand pufrovanym glycerolom. Detekény systém sa
znazorni vo fluorescencnom mikroskope. Tato metéda je vhodnd na detekciu protilatok,
napriklad pri parazitarnych infekciach (malaria, trypanozomidza), kedy je hladina protilatok
vysokd  zdovodu chronicity ochorenia.  Mikroskopicky detekovand fluorescencia je
subjektivne hodnotend a jej aktivita postupne zanikd. NovSie systémy umoziuji strojové
odcitanie fluorescencie s moznost'ou kvantifikacie intenzity. Pri fluorescencnej mikroskopii
bolo mozné nalez kvantifikovat riedenim séra a zaznamenanim titra pri ktorom bola

fluorescencia eSte detekovatel'na.

Automatizované systémy odc¢itavania fluorescencie zachovévaju princip pevnej fazy, pri
ktorom je antigén imobilizovany na nitrocelulozovy prazok, ten je ponoreny do séra
a Specifické protilatky, pokial’ si pritomné sa naviazu na antigén na stripe. Strip je potom
ponoreny do roztoku fluoresceinom znacenych anti imunoglobulinovych IgG protilatok.
Vysledok testu je urCeny fluorometrom. Je to technicky nendro¢nd metdda, ktord nasla
uplatnenie pri skriningovych vySetreniach. Nevyhodou oproti fluorescencnej mikroskopii je,
ze nie je mozné vidiet’ tvar pripadne typ fluorescencie.

Aglutinacia — nepriama sa pouZiva na detekciu protilatok v sére pacienta. K séru pacienta sa
prida antigén, proti ktorému sa v sére hladaju protilatky. Ak s pritomné, vytvori sa
neroztrepatelny zhluk. Aglutina¢né protilatky su celkové. Pri nastavovani testu je potrebné
vytvorit’ systém v oblasti ekvivalencie, aby mnozstvo antigénu pridaného k séru zodpovedalo
mnozstvu protilatok. Inak je mozny faloSne negativny vysledok a fenomén prozény. Oblast’

ekvivalencie sa urcuje riedenim séra a antigénu. Aglutina¢né reakcie je mozné hodnotit™ aj

kvantitativne. Pozitivny vysledok uddva najvysSSie riedenie séra, v ktorom je dokéazatel'na
aglutinacia (napr. 1:128). Vysledok je moZné realizovat’ aj vo forme titra, Co je prevratena

hodnota riedenia séra (titer 128).
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Sérum obsahujuce protilatky sa riedi geometrickou radou, pricom kazda nasedujuca
skumavka obsahuje polovicnu koncentrdciu protilatok v predchaddzajucej skumavke ( 1:2,
1:4, 1:8, 1:16...). Reakcie antigénu s protilatkou: Antigén obsahujuci viaceré epitopy sa
prida v stalej koncentracii do riedeného séra — roztoku protilatok a nastane reakcia
antigénu s protilatkou pokial Specificita protilatky zodpoveda antigéu. Reakcia prebieha
v troch zonach: V zone ekvivalencie je koncentrdcia antigénu zodpovedajiica koncentracii
protilatky a vytvara sa maximalny pocet imunokomplexov (aglutinatov, precipitadtov....).

V zome s nadbytkom protilatok je nedostatok antigénu na vytvorenie viditelného mnozstva
imunokomplexov. Nadbytok protilatok (vo vysokopozitivnej vzorke) brani zosietovaniu
Castic a vysledok sa javi ako negativny (falosne negativny). V zone s nadbytkom antigénu
Jje nedostatok vizobnych miest a nevytvori sa viditelné mnozstvo imunokomplexov. Preto je
dolezité presné nastavenie reakcii a riedenie sér.

Pasivna hemaglutinacia a hemaglutina¢ne inhibi¢ny test su modifikacie aglutinacie
poZivané¢ v Sirokom meradle na detekciu protilatok proti virusovym aj bakteridlnym
antigénom (7reponem pallidum, virus rubeolly, chripky, RSV). Hemaglutina¢ne inhibi¢ny test
detekuje pritomné protilatky na zaklade zabrany hemaglutinacie, ktorti sposobujii niektoré
mikroorganizmy spontanne. Najvyssie riedenie, v ktorom nie je viditel'na hemaglutinécia urci

titer protilatok v testovanom sére.
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6. 4 Pristupy k imunosérologickej diagnostike infekénych ochoreni

6. 4. 1 NeSpecifické indikatory infekénych ochoreni

Prejavom lokalnej odpovede na infekciu alebo tkanivové poskodenie, pripadne oboje je
akutny zépal. Jeho podstatou su vaskuldrne zmeny a nahromadenie leukocytov. V priebehu
prvych dni po infekcii dochadza k systémovym a metabolickym zmenam charakterizovanym
ako odpoved’ akutnej fazy zapalu. Proteiny akutnej fazy st tie, ktorych koncentracia sa
v priebehu tohto obdobia vyrazne zvysuje. O takmer polovicu stipa koncentracia stcasti
komplementu a feritinu, o viac ako 200% stipa koncentracia alfa 1 antitripsinu, fibrinogénu,
haptoglobinu a takmer tisicnasobne stupa koncentracia CRP — C reaktivneho proteinu pri
bakteridlnych a hubovych infekcidch atazkom tkanivovom poSkodeni. CRP a sucasti
komplementu su jediné proteiny akutnej fazy zapalu, ktoré st dokazateI'ne priamo Uc¢inné pri

fyzickej eliminacii mikroorganizmov.

CRP

C — reaktivny protein je vyznamnym markerom akutnej fazy zapalu. Je to protein
produkovany v peceni a pritomny v sére v minimalnych koncentracidch za fyziologického
stavu. Svoj nézov ziskal podla toho, Ze je schopny reagovat’ s tzv. C substanciou bunkovej
steny gram pozitivnej kokovitej baktérie - Streptococcus pneuomoniae. Nie je to vSak
Specificky protein proti pneumokokom. Jeho zvySend syntéza je vyprovokovand v obdobi
akatneho akéhokol'vek bakteridlneho alebo hubového zédpalu apri vyraznej tkanivovej
destrukcii. CRP je schopny sa viazat’ na fosfocholin a zvysky galaktozy, ¢o st ligandy, ktoré
st pritomné na mikrobidlnych produktoch baktérii, pliesni a niektorych parazitov. Po vizbe
na tieto povrchy aktivizuje komplementovi kaskaddu na trovni Clq, ¢o vedie k zvySenej
opsonizacii. LCudsky CRP v pokuse na mySiach poskytuje in vivo ochranu pred letdlnymi

davkami Str.pneumoniae. Jeho koncentracie stipaju z fyziologickych hodndt na stovky



mikrogramov na mililiter v priebehu 3 dni. Najvyssie hodnoty st u pacientov s bakterialnymi
infekciami (viac ako 100 mikrogramov na militer). Pri chronickych zapaloch, autoimunitnych
ochoreniach ale aj malignitach, toxickych hepatitidach, zlyhévani srdca, poskodeni myokardu
a v tehotenstve su koncentracie v sére mierne zvysSené. Sledovanie dynamiky CRP pri
chronickych zapaloch moze potvrdit’ bakteridlnu alebo hubovu superinfekciu. Dynamika
koncentracii CRP je vyznamna pre sledovanie Stadia ochorenia. CRP stupa rychlejSie a skor
dochadza k jeho poklesu pri uzdravovani z infekéného procesu ako hodnoty rychlosti
sedimentacie erytrocytov a pocty leukocytov. Meranie CRP je mozné aj v inych telesnych
tekutinach. Pritomnost’ CRP v cerebrospinalnom moku je senzitivnou a Specifickou metdédou
pri diferenciacii virusovej a bakteridlnej infekcie mozgu. Rovnako je vySetrenie CRP
opodstatnené pri odliSeni pacientov s bakterémiou od pacientov, uktorych bola
hemokultivacia pouzitivna v dosledku kontaminacie, pri monitorovani paraplegickych
pacientov na skort diagnostiku mocového infektu, pri odliSeni cystitidy a pyelonefritidy
udeti, pri odliSeni bakteridlnej a virusovej pneumoénie udeti aj dospelych, pri odliSeni

bakteridlnej pneumonie a akutnej brochitidy.

Endotoxin

Endotoxin je lipopolysacharid (LPS) bunkovej steny gram negativnych baktérii. In vivo ma
toxické, pyrogénne a dalSie biologické tUc¢inky podmienené uvolnenim cytokinov
(interleukin-1, tumor necrosis factor), ktoré maji v nizkych koncentraciach priaznivé ucinky
vo faze uplatnenia sa neSpecifickych obrannych reakcii. Endotoxin moéZe vo vysSich
koncentraciach spdsobit’ metabolické a patofyziologické pochody prejavujice sa ako sepsa
alebo gram-negativny - endotoxinovy Sok. Endotoxin je pri priaznivom priebehu
fagocytovany a detoxifikovany v pe€eni. V priebehu infekcie je koncentracia LPS
detekovatelna uz len v portdlnej véne anie v periférnej cirkulacii. Metodou detekcie
endotoxinu je test lyzatu Limulus polyphemus. Stanovuju sa stopy endotoxinu testom, ktorého
principom je schopnost’ LPS zmenit’ lyzat kraba Limulus polyphemus na Zelatinu. Tento test
nie je Specificky pre niektory mikroorganizmus, ale detekuje pritomnost’ endotoxinu, ktory je
stCastou bunkovej steny gram-negativnych baktérii. Endotoxin je vel'mi rychlo fagocytovany,
preto jeho stanovenie v periférnej krvi nie je klinicky vyznamné, ale jeho detekcia v CSM je
citlivym indik4torom gram negativnej bakteridlnej meningitidy.

TNF

Tumor necrosis factor - kachexin je cytotoxin podiel’ajiici sa na imunitnej reakcii proti

mikroorganizmom. TieZ ovplyviiuje protinadorové reakcie, odkial’ ziskal nazov. V pokuse na
9



mysiach s pritomnym nadorom doSlo po injekcii séra s TNF k nekroze a regresii nadoru.
Tento faktor bol identifikovany aj pri hladani latky zodpovednej za kachexiu —
neprospievanie - v suvislosti s parazitdrnymi ochoreniami. Pévodne boli TNF a kachexin
povazované za samostatné latky, ale DNA sekven¢na analyza urcila homologiu a dnes su
povazované za identické. TNF v pokusoch na laboratornych mysiach navodil metabolicka
acidozu, hemokoncentraciu, zmeny glukézového metabolizmu, edém pluc, hemorhagicku
nekrozu nadobliciek a pankreasu, tubularnu nekrozu obliCiek. Po neutralizacii TNF pri
suCasnom podanim Specifickych protilatok bolo mozné tymto priznakom predist.
V sucasnosti sa protilatky proti TNF pouzivaji v presne stanovenych indikéciach vramci tzv.
biologickej lie¢by niektorych autoimunitnych alebo chronickych zapalovych ochoreniach
(Crohnova cboroba, progresivna polyartritida). Je mozné stanovovat koncentracie TNF
v l'udskom sére. Existuju informdcie o korelacii medzi hladinami TNF a stuptiom septického
Soku a rizikom smrti u pacientov s meningococcaemiou. Hoci je TNF neSpecificky marker,
nespecificky indukovany cytotoxin, jeho stanovenie moze poskytnut informéciu o rozsahu

poskodenia alebo jeho povahe pri niektorych infekénych procesoch.

6. 4. 2 Typy protilatok a ich vyuzitie v diagnostike

Polyklonalne protilatky

Zakladnymi zloZkami imunosérologickych reakcii pouZivanych na imunoanalyzu infe¢nych
ochoreni st protilatky, antigény a prostredie, v ktorom reakcia prebiecha. Imunosérologicka
reakcia je vzdy reakciou antigénu s protilatkou. Ich vlastnosti a charakteristiky urcuju vyber
laboratornej metdody a moznosti vizualizacie komplexu antigénu s protilatkou. Dokazuji sa

nezname protilatky zndmym anatigénom, alebo pouzijeme zname protilatky na identifikéciu

neznameho antigénu. Vyber metody zalezi na fyzikalnych vlastnostiach antigénu, jeho

solubilite (rozpustné alebo korpuskularne antigénu). Kvalita protilatok je dand ich vysokou
Specificitou. Aj neSpecifické a skrizene reagujuce protiatky sa pri niektorych testoch
s vyhodou vyuzivaju (VDRL — skriningovy test na syfilis).

Antiséra pouzivané v imunosérologickych testoch boli pripravované hyperimunizaciou zvierat
purifikovanymi antigénmi s adjuvansom. Séra imunizovanych zvierat boli testované na
monoSpecificitu. V pripade pritomnosti kontaminujucich protilatok alebo nespecifickych sér,
boli neziadice protilaitky odstranované adsorpciou zodpovedajicim  antigénom.
Imunoglobulinova frakcia sa zo séra ziskava izolaciou selektivnou precipitdciou pomocou
siri¢itanu aménneho alebo chromatograficky. Dokonca aj v hyperimunnych sérach je obsah

Specifickych protilatok len 10 — 15% celkovej IgG frakcie polyklonalnych protilatok. Ostatné



IgG molekuly st neznamej Specificity odzrkadlujice zmes antigénov, ktorym bolo zviera
exponované v priebehu zivota. Preto je potrebné casto pracne identifikovat’ vsetky
polyklonalne protilatky, aby sa detekovali len Zziadané protilatky. Ostatnych 85 - 90%
neziaducich protilatok zvysuje vyskyt nespecifickych vizieb konjugovanych (ale neziadtcich)

protilatok v testovacom systéme.

Purifikované protilatky
Za ucelom odstranenia protilatok neziadanej Specificity je mozné IgG frakciu polyklonalnych
protilatok purifikovat’ ich naviazanim na nerozpustny antigén a vyplavenim. Toto sa

uskutocnuje slpcovou chromatografiou.

Imunizujuci antigén je naviazany na matrix spolu s inertnou molekulou plniacou funkciu
nosica. Nosic¢ je kovalentne viazany na antigén aj na nerozpustnu matrix, tak aby boli
zachované délezité antigénne determinanty. Protilatky sii potom aplikované na stlpec, pricom
sa dodrziavaju optimdlne podmienky pre reakcie antigénu s protilatkou (pH 7,5 az 8,5,
fyziologické ionové zloZenie roztoku). IgG molekuly nevhodnej Specificity prejdii cez stlpec
spolu s premyvacim roztokom. Antigénspecifické 1gG molekuly su vyplavené z antigénnej
matrix pricom sa pouzije vymyvaci pufer nizsieho pH a s nizSou koncentraciou ionov. Takto
sa zachova funkcna integrita IgG molekul pricom protilatky su opatrne disociované
z nerozpustného antigénu. Protilatka, ktora sa takto ziska ma vyznamne vyssiu Specificitu (85
—90%).

Takyto postup zniZuje alebo celkom eliminuje neSpecifické viazby s inymi protilatkami, o ma
za nasledok vyssiu Specificitu imunologickych analyz. Polyklonalne protilatky, ktoré boli
purifikované a ziskali tak vy$Siu afinitu, maja réznorod¢é pouzitie. VacSina protilatok proti
Pudskym imunoglobulinom konjugovanych s fluorescenénym farbivom alebo enzymom
pouzivanych v dostupnych laboratérnych testoch st purifikované polyklonalne protilatky
s vysokou afinitou. Polyklondlne protilatky sa viazu na viaceré antigénne determinanty, ¢im

sa zvySuje ich schopnost” detekovat’ zodpovedajuce antigény.

Frakcionované protilatky

Niektoré protilatky v sérach pouzivanych na detekciu antigénov sa viazu neSpecificky na IgG
Fc receptor buniek. U&innym pristupom k znizovaniu tychto nespecifickych vizieb je
frakcionovanie IgG antisér, ¢im sa eliminuju Fc oblasti molekuly IgG. V kontrolovanych
podmienkach enzym pepsin oddeli C koniec IgG molekuly (Fc fragment). Vznikne tak N -

fragment viaziici F(ab)2 oblast. Tieto F(ab)2 fragmenty je mozné konjugovat



s fluorochromom alebo enzymami. Purifikované polyklonalne protilatky so zvySenou afinitou

modzu byt opracované pepsinom, ¢im vzniknu tzv. afinitné-purifikované F(ab)2 antiséra.

Monoklonalne protilatky

Produkcia monoklonalnych protildtok po prvy raz popisali Kohler a Milstein v roku 1975.
Okamzite sa ukdzal obrovsky potencidl pre vyuzitie v klinickych laboratérnych testoch
a imunoterapii. Monoklondlne protilaitky (MADb) st pripravené hybridizaciou bunky
produkujucej protilatku (B lymfocyt, plazmatickd bunka) s replikujiicou sa bunkovou liniou.
Takto sa kazda protilatku produkujiuca bunka naprogramovand na syntézu protilatky jedinej
Specificity s jednym typom tazkého ajednym typom lahkého retazca moze naklonovat
a replikovat’ takmer nekonecne. Tieto protilatku produkujice klony buniek (hybridomy) sa
pouzivaji na pripravu takmer neobmedzeného mnozstva monoklondlnych protildtok
s definovanymi vlastnostami. Hybridémy mézu byt’ dlhodobo skladované v tekutom dusiku.
V pripade potreby mozu byt’ regenerované vo forme tkanivovych kultar alebo su aplikované
laboratérnym mySiam, u ktorych vytvoria nadorovy ascites, z ktorého st monoklonéalne
protilatky izolované. Vyhody monoklonalnych protilatok su jednoznacné. Je potrebna len ich
minimdlna purifikdcia a len jednordzové stanovenie Specificity. Monoklonalne protilatky sa
obvykle neSpecificky neviazu na l'udské IgG Fc fragmenty a obvykle nereagujii skriZzene
a nesSpecificky. Nevyhodou monoklonalnych protilatok je to, ze neumoziuju vyuzitie
v testoch, kde je potrebna kriZzova vézba antigénu a protilatky (napr. aglutinacia, precipitacia),
hoci zmesy (koktaily) viacerych monoklondlnych protildtok moézu c¢iastocne riesit’ tento
problém. Monoklonalne protilatky produkované na mysSiach sa tiez neviazu na Clq sucast’
komplementu, apreto neaktivizuji komplementovi kaskadu. Tiez jedind antigénna
determinanta, proti ktorej je monoklonalna protilatka nasmerovana, nemusi byt’ v niektorych
situdciach prezentdcie antigénu exprimovana (Zivé a fixované mikroorganizmy). Pri znalosti
moznosti a obmedzeni monoklonalnych protilatok je ich pouzitie v terapii a diagnostike

takmer neobmedzené.

6. 4. 3 Antigény

6. 4. 3. 1 Rozpustné antigény a ich reakcie s protilatkami

Dvojita difazia v agare (Ouchterlonyho reakcia)

Klasickd metdda detekcie protilatok umoziuje hodnotit’ ich Specificitu (identita, ¢iastocna

identita a neidentita — vid’ obrazok vysSie). TieZ je mozné pouzit ju pri charakterizovani



antigénov, ak su k dispozicii protilatky so zndmou Specificitou. Tato metoda vyzaduje 18 — 24
hodinovu difiziu a nie je vyuzitelna pre rychlu diagnostiku akutnych ochoreni. Stale je vSak
pouzitelnd pri detekcii precipitujicich protilatok pri  suspektnej histoplazmoze,
coccidioidomykéze alebo aspergiléze pripadne inych hubovych antigénov suvisiacich
s hypersenzitivnou pneumonitidou. V modifikacii podla Eleka - Elekov test je vhodnou

metddou identifikacie toxinogénnych kmenov Corynebacterium diphtheriae.

Imunodifiazia v agare

Pri Standardizovanych podmienkach je to presna a uzitocnd metdda vizualizacie reakcie
antigénu s protilatkou v agare. Po fixacii a ofarbeni je mozna archivéacia a zdokumentovanie
vysledku. Je mozné ju uskutocnovat v kvantitativnom nastaveni a bola jednou z prvych
metdd, pri ktorych sa vyuZzivali pocitace na vypocty koncentracii a odchyliek pre sadu testov.
Napriek tomu, ze podobne ako Ouchterlonyho diftizia aj tdto metdda nepatri medzi rychle
diagnostické testy, je mozné ju pouzit na stanovenie takmer akejkol'vek protilatky alebo
antigénu. Jej vyhodou je vizualizdcia absolutnej nuly (IgA deficit), kedy automatické
pocitaom riadené pristroje znazornia vzdy urciti minimalnu koncentraciu alebo hodnotu
bliziacu sa nule. S vyhodou sa vyuziva pri odliSeni znizenej tvorby IgA protilatok
a neschopnosti tvorit’ protilatky. Na toto urCenie je mozné pouzit’ aj iné metddy (napr. ELISA
imunoanalyzu). Pri frekvencii vyskytu takéhoto postihnutia v populécii, by cakanie na
dostatocny pocet pacientov, ktory by opodstatiioval k pouZitiu testu, mohlo predstavovat’ aj
niekol’ko mesiacov. Je to jeden z testov, kedy dostatocnd kvalita a cenova pristupnost’ je
odovodnenim k zachovaniu tohto testu v praxi. Skusené oko diagnostika dokaze pri tomto
type testu odhalit’ nie normalny obraz difundujicich protilatok a upozornit’ na existenciu

interferujucich, neSpecifickych alebo patologickych protilatok.

Protismerna imunoelektroforéza (CIE)

Je jednorozmerovéd dvojita elektroforéza, ktord Specificky smeruje pohyb antigénu
a protilatky proti sebe v elektrickom poli. pH prostredia je upravené tak, aby smerovalo
protilatky ku katdde (negativne nabitd elektrdda) a antigén ku andde (pozitivna elektrdda).
Tento pohyb rychlo skoncentruje antigén a protilatku v oblasti medzi Startovacimi jamkami.
Tato metdda je citlivejSia ako dvojita difuzia. Je to metdda, ktora sa pouzila ako prva na
detekciu HbsAg. Je uzito¢nd na rychlu diagnostiku — identifikéciu antigénov z baktérii pri
niektorych zdvaznych infekcidch (meningitida, septikémia, DIC, pneumodnia). Napriek tomu,

Ze je vo vacSine pouziti nahradend menej pracnou latexovou aglutindciou je vyuziteIna na



dokaz antigénov, u ktorych nie st komercné sety k dispozicii, teda aj na experimentalne
ucely. Podla kvality pouzitych protilatok (senzitivita a Specificita) je minimalna

detekovatel'na koncentracia bakteridlneho antigénu touto metédou 50 az 10 ng/ml.

6.4. 3.2 Korpuskularne antigény a ich reakcie s protilatkami

Hemaglutinacia

Na zviditeI'nenie vdzby antigénu s protilatkou sa pouziva hemaglutinacia ako senzitivna
a Specificka metdoda. Mnozstvo antigénov mdze byt naviazanych na erytrocyty, ktoré su
vlastne indikatorovym systémom na detekciu vizby antigénu s protilatkou. Sacharidové
antigény boli schopné sa naviazat’ na erytrocaty priamo. Proteinové antigény vyzadovali
opracovanie taninom. Taninom opracované erytrocyty zvySovali senzitivitu testu. Nasledné
opracovanie formalinom alebo glutaraldehydom taninovych erytrocytov s naviazanym
proteinovym alebo sacharidovym antigénom umoznuje ich dlhodobé skladovnie. Test sa
pouzival na detekciu protilatok proti toxinom Corynebacterium diphtheria, Clostridium
tetani. Antigény Treponema pallidum absorbované na taninové erytrocyty sa pouzivaji na

detekciu Specifickych protilatok v teste MHA-TP mikrohemaglutinaény test 7. pallidum

Hemaglutinaciu inhibujuci test — HIT

Princip tohoto testu je zaloZeny na schopnosti niektorych virusovych antigénov
(hemaglutininov)  aglutinovat’ erytrocyty niektorych zvieracich alebo vtacich druhov.
Specifické protilatky proti tymto antigénom v Iudskom sére brania takejto spontannej
aglutinacii, takze inhibicia hemaglutinacie erytrocytov je znamkou pritomnosti Specifickych
protilatok proti urcitym virusovym antigénom. Tento test sa pdvodne pouzival na detekciu
protilatok proti virusu ruaZienky (v. rubeolly). Nedokaze vSak odlisit’ IgG a IgM protilatky.
Pouziva sa tieZ na detekciu protilatok proti niektorym d’al§im virusom — virusy chripky,

arbovirusy, reovirusy, niektoré enterovirusy.

Aglutinacia — priama - klasickd metdda vyuzivajice Specifické protilatky v roztoku, Antigén
v biologickej vzorke reaguje so Specifickymi protilatkami a vytvori neroztrepatel'né zhluky za
stuCasného vycirenia tekuténo prostredia alebo suspenzie. VyuZziva sa na rychlu diagnostiku
vyvolavatelov meningitid detekciou v CSM, alebo urozpustnych antigénov v moci.
Nevyhodou tychto metodik je nizka senzitivita. Su zalozené na sledovani viditelného

komplexu antigénu s protilatkou. Obvykle staci na detekciu bakteridlnych antigénov, ale nie



virusovych, ktoré st mensie a na vytvorenie viditeI'nych zhlukov je potrebné vécsia antigénna

hmota.

Latexova aglutinacia

Latexové cCastice su gulicky polystyrénu, ktoré sa viazu na Fc fragment IgG molekuly.
Neobsadené¢ Fab oblasti molekuly protilatky moézu viazat Specificky antigén. Cielové
antigény majice opakujuce sa  antigénne determinanty (polysacharidy), viacvalentné
protilatky naviazané na viaceré latexové Castice viazu antigénne molekuly a navzajom viazu
latexové Castic, Co sa prejavi ako vidite'na aglutinacia. Latexové Castice sluzia a indikatorovy
systém zvidite'neni reakcie antigénu s protilatkou. Teoreticky kazdy antigén (ale nie haptén),
proti ktorému sa tvoria protilatky moze byt’ detekovny latexovou aglutindciou. V suc¢snosti sa
pouziva na detekciu volnych polysacharidovych antigénov v CSM, moci. Latexova
aglutinacia nahradila CIE pri detekcii polysacharidovych antigénov v CSM (N. meningitidis,
H. influenzae b, S. pneumoniae, E.coli, S. agalacitiae) alebo plesni Cryptococcus neoformans

a Candida albicans.

Koaglutinacia

Staphylococcus aureus obsahuje protein A na povrchu bunkovej steny. Tento protein je
schopny viazat Fc fragmenty IgG podtried 1, 2, a4 podobne ako je mozné naviazat’ Fc
fragment na latexové Castice). Protilatkami pokryty stafylokok sa tak modZze stat’ indikatorom
detekcie antigénu, protilatky proti ktorému st neSpecificky naviazané na jeho povrchu.
Koaglutiniacia sa pouzivala na detekciu bakteridlnych antigénov v CSM. Pouziva sa pri
imunologickej skupinovej typizacii streptokokov, pripadne pri detekcii produkci koagulazy
St.aureus. Akykol'vek zhluk antigénu so zodpovedajicim IgG sa svojimi Fc fragmentami
modze viazat' na protein A, ¢o ma za nasledok casté neSpecifické reakcie.NeSpecifickym
reakciam je mozné predist opracovanim telesnych tekutin, ktoré sa testuju rozpustnym
proteinom A, ktory zablokuje vdzby imunokomplexov. Druhou moZnostou je zahriatie
telesneje tekutiny na 100 st. C, ¢im sa denaturujii IgG molekuly pacienta pred testovanim.
Koaglutinacia je velmi chulostivdA na ne$pecifické reakcie, nevyhodou je kratka doba
trvacnosti, vzhladom na moZznost' denaturdcie baktérie. VacSina testov, pri ktorych sa

koaglutinacia pouzivala bolo nahradenych latexovou aglutindciou alebo imunoanalyzou.



6. 4. 4 Lytické reakcie

Komplement fixa¢na reakcia

Snad’ najklasickejSia sérologickd metdda je dvojstupiiovou procedirou, ktora vyuziva
komplement na lyzu indikatorovych erytrocytov.

Prva etapa reakcie je reakcia antigénu s protilatkou v pritomnosti komplementu. Komplement
pouzivany v teste musi byt Standardizovany, pokial’ ide o jeho lyticka aktivitu. Preto sa pred
testom pouziva titrdcia komplementu — urcenie lytickej aktivity komeréného zvieracieho
komplementu. Aby v systéme neboli pritomné¢ dva komplementy (Standardny a prirodzeny
v testovanom sére) je vo vzorke, ktorda mé& byt testovani, komplement inaktivovany
zahriatim na 56 st.C. Ak je v testovanom sére pritomna Specifickd protilatka, vytvori sa
komplex pridaného antigénu s protilatkou, ktory ma potencidl aktivizovat komplementova
kaskadu klasickou cestou. Ddjde k vyvizaniu komplementu v testovanom systéme.

V druhej etape sa zvieracie erytrocyty naviazané na antierytrocytarne protilatky (indikatorovy
systém) pridaji k prvému stupnu.

Ak v prvej etape testu boli pritomné Specifické protilatky, naviazali sa na antigén a tato vizba
aktivizovala komplementovu kaskadu. Tym bol komplement spotrebovany, nezostal ziaden
volny komplement, aby sprostredkoval 1yzu erytrocytov v pritomnosti ich protilatok v
systéme druhej etapy reakcie.

Pozitivny vysledok (pritomnost protilatky v sére pacienta) sa prejavi nepritomnostou
hemolyzy.

Druh4 moZnost’ nastane, ak v prvej etape reakcie nie st pritomné Specifické protilatky proti
antigénu. Nedojde k vytvoreniu imunokomplexov Ag-Ab, komplement nemd c¢im byt
aktivizovany a nie je spotrebovany. Je k dispozicii, aby po pridani indikatorového systému
(erytrocyty + protilatky proti nim) bol tymto komplexom aktivovany a spdsobil hemolyzu
systétmu. Negativny vysledok sa prejavi hemolyzou. KFR je semikvantittivna metoda
pouzivana na detekciu antigénu alebo protilatky podl'a nastavenia testu. KFR nedokéze odlisit
IgG od IgM, pretoZze obidve triedy st schopné viazat komplement. Je vynimoc¢ne senzitivna
apri kvalitnych dignostikdch (predovSetkym antigénu) aj vel'mi Specifickd. Néarocnost' jej
uskuto¢nenia sposobila, Ze napriek dobrym vysledkom bola pouzivana len v laboratoriach
s dobrou laboratérnou tradiciou a kvalitnou praxou. Je metddou, ktord sa pouziva na
testovanie protilatok proti menej prevalujucim infekciam. Vyhodou je, Ze s vynimkou
Specifického antigénu, vSetky sucasti testovacieho systému st pouzitelné nezmenené vo

viacerych testoch.



Aglutinacné a lytické testy je mozné nastavit’ kvalitativne alebo si nastavené kvantitativne,
kedy je vysledok udévany ako titer. Titer je prevratend hodnota riedenia séra v poslednej
skamavke, v ktorej doslo k pozitivnej reakcii. Test je potrebné nastavit’ tak, aby mnoZzstvu
protilatok v sére zodpovedalo mnozstvo pouzit¢ho antigénu atest prebiehal v zone

ekvivalencie. Pri nadbytku antigénu alebo protilatky je mozné ziskat' faloSne negativny

vysledok.
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Niektor¢ baktérie, napriklad Streptococcus agalactiae — beta hemolyticky streptokok skupiny
A, produkuju rozne extracelularne toxiny, ktoré moézu stimulovat’ tvorbu protilatok
u infikovaného pacienta. Viaceré ztychto toxinov plnia funkciu hemolyzinov, pri¢om
Specifické protilatky neutralizuju funkciu toxinov a zabrania hemolyze. Podobne ako pri KFR
potom pozitivny test je predstavovany nepritomnostou hemolyzy. Negativny test —

nepritomnost’ $pecifickych protildtok — sa prejavi hemolyzou erytrocytov. NajbeznejSie



pouzivanym testom je test titracie ASLO, ktory je imunologickym dokazom invazie baktérie

Str. pyogenes

6. 4. 5 Imunofluorescen¢né analyzy

Imunofluorescenéné analyzy st najcastejSie vyuzivanymi imunohistochemickymi technikami.
Imunohistochémia je pristup, pri ktorom sa na povrchu histologického preparatu urcitého
tkaniva alebo buniek (bunky opi¢ich pazerakov, obli¢iek a i.) vychytavaju Specifické
protilatky proti nemu zo séra pacienta (imunoglobuliny) a takyto komplex je potom
identifikovany konjugatom znacenym chemickou substanciou (napr. fluorescencné farbivo -
fluorochrom). Imunofluorescencia vyuziva tkanivo alebo bakteridlne bunky ako substrat
(zdroj antigénu) pripevneny na sklicku a fluorochromom konjugovany (protilatkovy)
detekény systém. Imunofluorescencia zostiva ,zlatym Standardom® pre sérologicku
diagnostiku mnohych infekénych ochoreni. Vyhodami imunofluorescencie je, ze substrat
mdze byt vizualizovany, ¢o zaistovalo Specificitu niektorych reakcii, ze je vyznamne menej
pracna ako niektoré iné metodiky — predovSetkym KFR, Ze je vysoko reprodukovatelnd pri
rutinnej praci a pri nepriamej imunofluorescencii mdze byt rovnaky konjugit pouzity na
detekciu protilatok proti réznym anatigénom. To umoziuje vySetrit’ jednu vzorku na viacero
protilatok alebo antigénov na jednom sklicku vramci diferencidlnej diagnostiky, ¢o moze
vyrazne skratit’ diasnostiku. Nevyhodami imunofluorescencie je, Ze vyzaduje Cerstvé alebo
mrazené tkanivo alebo bunky, Ze tkaniva alebo natery pouZivané pre Gramovo farbenie nie st
pouzitel'né, Ze vyzaduje Specidlne vybavenie (fluorescencny mikroskop), ze vyzaduje
intenzivnu laboratornu pracu vo viacerych krokoch (riedenie, viacnasobna inkubdcia,
premyvanie, krycie sklicka), Ze odc¢itavanie je subjektivne, Ze vyZaduje skiisenosti a viaceré
kontrolky Specificity a senizitivity. Vyhodou je vSak rychlost’ a individualizicia vySetrenia,

¢o ju robi vyhodnou pre experimentalnu pracu.

Priama imunofluorescencia

Priama fluorescencia sa pouziva na detekciu antigénov alebo organizmov pritomnych

v bunkach alebo tkanivach za pouzitia s fluorochromom konjugovanym antisérom (konjugat)
Specifickym k testovanému antigénu. Vyuzitie priamej imunofluorescencie je dolezité pri
detekcii pritomnych antigénov v tkanivach (elementarne telieska Chlamydia trachomatis
v epitelidlnych bunkéch pohlavnych organov, Treponema pallidum z miesta ulcusu alebo

mukokutannej 1ézie, Borrelia burgdorferi zmiesta infekcie a identifikaciu tazko



kultivavate'nych alebo nekultivovatelnych mikroorganizmov v tkanivach — virusy HSV,

CMV, RSV, VZV, baktéria Legionella pneumophila, Leptosira sp.).
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Nepriama imunofluorescencia

Nepriama imunogluorescencia sa pouziva predovSetkym na detekciu protilatok v sére

pacienta. Znamy antigén je fixovany na sklicko. Pacientovo sérum aplikované na prislusné
miesto obsahujuce substrat sa inkubuje tak, aby doslo k vytvoreniu komplexu antigénu s
protilatkou. Nenaviazané neSpecifické protilatky sa pri premyvani odplavené. Naviazané
Specifické protilatky st potom inkubované s fluorescencnym konjugitom, aby sa vytvoril
d’alsi komplex antigénu s protilatkou (fluorescencny konjugat protilatky proti imunokomplexu
antigén + sérova Specificka protilatka). Fluorescenény konjugat je potom tretou vrstvou na
sklicku. Nepriama imunofluorescencia mozZe byt uréend na detekciu IgG, Ig total alebo IgM
protilatky.

S fluoresceinom konjugované protilatky proti ludskym imunoglobulinom su obvykle anti IgG
proti kappa a lambda lahkym retazcom. Tato reaktivita s lahkymi retazcami tiez moze
detekovat’ IgA a IgM, co mozZe znamenat, Ze test detekuje Ig total. Ak je test nastaveny na
stanovenie protilatok v priebehu akutnej infekcie, kojugat musi byt Specificky s IgM tazkymi
retazcami a nie lahkymi retazcami alebo tazkymi retazcami inych Specificit.

Klasicky sa imunofluorescencia pouzivala na detekciu protilatok proti Treponema pallidum

v teste FTA ABS — fluorescenény absorbcny test. Antigén Treponema. pallidum Nicholsonov

kmen jefixovany na sklicko. Pred inkubaciou je pacinetovo sérum inkubované na
nepatogénny Reiterov kmen Treponema pallidum. Takyto postup vyrazne zvySuje senzitivitu.
FaloSne pozitivne reakcie je moZzné zaznamenat' u pacientov s autoimunitnymi reakciam,
hypergamaglobulinémiou a borelibzou kvoli skrizenej reaktivite antigénnych epitopov

spolo¢nych pre Spirochetales. V sucasnosti je fluorescencia vyznamnym prinosom pre



stanovovanie antinuklearnych protilatok a dalSich typov protilatok suvisiacich s

autoimunitnymi ochoreniami.
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Amplifikdcia —zvySovanie senzitivity.

U imunofluorescencnych metod je senzitivita obmedzend intenzitou fluorescencie, ktora je
detekovatel'na 'udskym okom. Optimalny pomer fluoresceinu a proteinu v konjugate je 2,5.
To predstavuje 2-3 molekuly fluoresceinu na kazdej molekule imunoglobulinu, ¢o je
dosaziteIné pri bakteridlnych alebo parazitirnych povrchovych antigénoch. Priamo
konjugujuce protilatky s vy$§im pomerom fluoresceinu a proteinu mézu zvysovat nespecfické
zafarbenie. Detekcia nizko denzitnych antigénov alebo pouZzitie monoklonalnych protilatok si
niekedy vyziada vyss§i pomer fluoresceinu a proteinu, aby sa dosiahla dostatocné senzitivita.
Nepriama imunofluorescencia alebo dvojitd nepriama imunofluorescencia sa pouziva na
zosilnenie fluorescencného signalu a zlepSenie senzitivity.

Ak mozu byt antigény detekovatelné priamou fluorescenciou, nepriama fluorescencia zvySuje
senzitivitu testu. Ak je tazké detekovat protilatky nepriamou fluorescenciou, dvojita nepriama
fluorescencia zlepsi detekovatelnost zvysenim citlivosti testu. Ak organizmus nie je viditelny
pri priamej imunofluorescencii, je mozné ho zopakovat s nekonjugovanymi protilatkami
(napriklad kralicimi). VSetky nenaviazané protildatky by mohli byt odplavené pri premyvani
a naviazané kralicie protilatky je mozné detekovat za pouzitia s fluoresceinom konjugovanymi
kozimi anti kalicimi IgG protilatkami. Kazda kralicia 1gG molekula obsahuje mnoho
antigénnych miest, ktoré budu rozpoznané kozimi anti kralicimi IgG protilatkami. Ak Styri
kozie molekuly proti kralicim IgG molekulam sa viazu na kralicie IgG, intenzita fluorescencie
sa zvysi Styrikrat. Dalsie kontrolky je potrebné pridat na skontrolovanie ¢i dalsi krok

zvySujuci senzitivitu neznizuje Specificitu.

Komplementom amplifikovana fluorescencia, tieZ nazyvand antikomplementova
fluorescencia sa pouzivala na detekciu herpesvirusov. Tkanivo infikované herpetickymi

virusmi (bunky tkanivovych kultir) maju zvySenu expresiu Fc receptorov pre IgG, ktoré



neSpecificky viazu molekuly protilatky IgG. Antikomplementova nepriama fluorescencia
vyuziva komplement ako tretiu zo Styroch vrstiev. Antigén je substratom na sklicku,
pacientovo sérum je pridané tak ako pri nepriamej imunoflorescencii. Zdroj aktivneho
komplementu (morcacie) sa prida v d’alSom kroku. IgG molekuly viazané na Fc receptory
nemoézu viazat Clq. IgG alebo IgM viazané na antigén Fab fragmentom neviaze Clq
a aktivizuje klasicki cestu komplementu. Po odstraneni nenaviazaného komplementu
a ostatnych proteinov premyvanim sa aplikuje Fab2 fluorescenény konjugat proti morcaciemu
C3. Antikomplementovd nepriama imunofluorescencia eliminuje potrebu kontroly
neSpecifickej IgG vizby pretoze sucast’ komplementu sa detekuje namiesto IgG. Tento typ
testu sa vyuziva na diagnostiku protilatok proti niektorych herpetickym antigénom (EBNA
EBV).

Vel'mi uc¢innou amplifikacnou metédou je komplex avidin biotin. Biotin sa kovalentne viaze
na protilatky, konjugovany avidin je d’alsim stupiiom. Avidin mé vyrazna vizobnu afinitu pre
biotin a kazd4 molekula biotinu viaze Styri molekuly avidinu. Avidin mo6ze byt konjugovany
s molekulami fluoresceinu bez straty schopnosti viazat' sa na biotin. Toto ma za nasledok
vel'mi jasné Specifické farbenie s minimélnymi neSpecifickymi reakciami. Ako kontrolky sa
pouzivaju konjugovany avidin a neSpecifické protilatky viazané z biotinom. Vyhodou avidin-
biotinového komplexu je, ze ta istd protilatka s naviazanym biotinom modze byt pouZita pri
viacerych roznych konjugovanych avidinoch napr. fluorescein (zelena fluorescencia),
fykoerytrin (Cervend fluorescencia), peroxidaza (svetelny mikroskop), feritin (elektronova
mikroskopia). Avidin biotinovy komplex je vyhodny pri praci s monoklonalnymi
protilatkami, pretoze vdzba na biotin je rychla, laboratorne nendro¢nd a i€inna (nenarusSa

schopnosti viazat’ antigén).

6. 4. 6 Imunoenzymové techniky

Rychlotesty

Rychle diagnostické testy na detekciu antigénu alebo protilatok v klinickej vzorke st
zaujimavé pre lekarov prvého kontaktu, pretoze na ich zaklade je mozné skratit’ diagnostické
rozhodovanie a bez dlhého odkladu aplikovat’ kauzélnu terapiu alebo vylucit podozrenie.
Niekedy to je laboratérium v  krabici, lebo jeiny krok stanovi diagnézu. Zakladnymi
kvalitativnymi poziadavkami su technické parametre a manipulécia (jednoduchost’ metodiky,
nendkladnost’ vybavenia, kratky casovy interval do ziskania vysledku - MX 10-15 minut). Na

diagnostiku antigénu sa pouZivaji koloidné zlatom znacené protilatky, pricom sa vyuZiva



kapilarny tok antigénu proti detekénym protilatkam. Tie su imobilizované na papierovom
stripe a migrujii po namoceni stripu vo vzorke. Kontrolné ¢inidlo oznacené zlatom (anti
Pudské imunoglobuliny) je fixované na strip horizontalne (-). Vertikalna ¢iara vznikne po
vychytani koloidného zlatom znafeného roztoku s imobilizovanymi antiludskymi
protilatkami. Rychlotesty na stanovenie protilatok st citlivejSie ako testy na stanovenie

antigénu. Ich citlivost’ sa priblizuje klasickym imunoenzymovym technikam.
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Rychla enzymova imunoanalyza na detekciu antigénov (EIA) je metdda, ktora
v poslednych rokoch oslovuje ani nie tak klinické laboratoria ako skér ambulancie prvého
kontaktu, malé neSpecializované laboratoria zamerané na rychlu a automatizovanu
diagnostiku a v niektorych pripadoch v§eobecni populaciu. K dispozicii st techniky
vyuzivajuce EIA na detekciu proteinovych antigénov. ViacSina metdd je urcend na
kvalitativne stanovenie pritomnosti alebo nepritomnosti antigénov na zdklade farebnej
zmeny.Vacsina tychto metdéd bola vyvinutd s cielom rychlej diagnostiky. St velmi
jednoduché anevyzaduji Specidlne technické ¢i laboratérne vybavenie ani zaSkoleny
persondl. Je mozné ich vykonat v ambulancii lekara. Napriek vysokej cene su vyhodné pre
lekara aj pacienta. Potvrdenim napr. streptokokovej anginy je mozné aplikovat kauzalnu
lieCbu penicilinom, ¢im sa zniZzuje frekvencia pouZzivania Sirokospektralnych antibiotik.
Klinické laboratorid nepouzivajii Casto tieto techniky nielen kvoli ich vysokej cene, ale
predovsetkym kvoli ¢asto neadekvatnej senzitivite i Specificite, respektive dolezitosti presne;j
identifikéacie a naslednych testov (napriklad stanovenie citlivosti). Aj rychlotesty maju svoje

presné ur¢enie a vymedzenie, kedy s prvou volbou.



Novsie techniky rychlej diagnostiky vyuzivaja lipozomy, umelé lipidové sférické Castice na
detekciu niektorych antigénov (streptokoky skupiny A). V tomto teste Specifické protilatka je
adsorbovana na porézny materidl. Vzorka pacienta sa aplikuje na jeho povrch a ak obsahuje
antigén, tento sa naviaze na protilatky. Lipozoémy pokryté protilatkami proti tomu istému
antigénu a obsahujuce farbicku vo vnutri koncentrickych vrstiev sa nésledne priejdu miestom
prebiehajuceho testu. Ak nebol naviazany ziaden antigén zo vzorky na protilatky na poréznom
materiali, lipozémy prejdu cez porézny materidl . Ak sa lipozomy naviazu, farbicka sa uvol'ni
premyvacim roztokom, ktory lyzuje lipozémy a deponuje farbi¢ku do matrix.

Problémom tychto postupov moéze byt aj nespravny odber. Napriklad pri teste dokazu
antigénu Chlamyia trachomatis moéze negativny vysledok znamenat' ,nepritomny antigén‘
alebo aj ,, nevhodne odobratd vzorka“. Rychle detekéné EIA metddy pre sexualne prenosné
ochorenia moézu byt k dispozicii v ambulanciach lekéra, ale aj pre vSeobecnu populdciu —
podobne ako Baby testy. Tieto testy vSak neposkytuji d’alSi postup vratane stanovenia
citlivosti na ATB a epidemiologického Setrenia. Ako odpoved’ na tieto problémy by si

klinicky mikrobioldg a kazdy, kto ich pouziva, mal byt vedomy ich obmedzeni.

ELISA — enzyme linked imunosorbent assay

ELISA metddy predstavuju zlaty Standard v diagnostike infekénych ochoreni a vzhl'adom na
ich variabilitu a jednoduchost’ pripravy home-made setov su vhodné pre vyskum a vyvoj
novych diagnostickych nastrojov. Prvykrat bola enzymova imunoanalyza popisand v roku
1971 Engvallom a Perlmanom. Pouzili metddu Nakana a Piercea, ked’ konjugovali enzym
chrenovu peroxiddzu na imunoglobulin a tento konjugat pouzili na detekciu S$pecifického
imunoglobulinu v mikrotitracnej platnicke. Tuto metddu nazvali ELISA — enzyme linked
imunosorbent analysis. V zaciatkoch bola ELISA menej citlivd ako RIA, ale postupne so
zavedenim viac krokovych metodik sa zvysila citlivost’ obidvoch metdd a zmenami v systéme
konjugovania enzymov sa stali obidve metody odborne rovnocenné. Vicsie rozSirenie ELISA
metddy spociva v niZSej cene a v nizSich ndkladoch na bezpecnost'.

Na pevny podklad (polyetylénova jamka) je naviazany antigén na detekciu protilatky.
Nasledne sa aplikuje pacientovo sérum, v ktorom sa hl'ad4d Specificka protilatka. Ak je
pritomna, v priebehu inkubécie dojde k jej naviazaniu sa na antigén absorbovany na pevnu
fazu. Nasledné premyvanie odstrani nenaviazané sérum s neSpecifickymi protilatkami. Potom
sa aplikuje konjugat (protilatka proti naviazanému komplexu — anti human enzyme
konjugated antibody - protilatka proti 'udskému imunoglobulinu konjugované s enzymom).

Premyvanim sa odplavi nenaviazany konjugat. Nasledne sa aplikuje substrat, ktory rozlozi



pritomny enzym konjugatu, Co sa prejavi farebnou zmenou. Intenzita farebnej zmeny je

meratel'na fotometricky a umoziiuje kvantitativne nastavenie testu.

Technické sucasti metodiky ELISA

Pevna fdza

ELISA je najrozsirenejsou imunoenzymovou metodou na pevnej faze. Pouzivaju sa
umelohmotné, polyetylénové, PVC, nitrocelulozové, agarozove, sklené, celulozové,
polyakrylove, dextranové povrchy. Klasicka 96 jamkova umelohmotna platnicka je asi
najrozsirenejsi pevny povrch vyuzivany na enzymovu imunoanalyzu. Dnes su vyuzZivané
v podobe 8 jamkovych stripov alebo samostanych jamiek, aby bolo mozné vysetrit' mensi pocet
vzoriek. Pouzivaju sa aj umelohmotné gulicky, ktoré su adoptovné niektorymi spolocnostami
a vtvdaraju tak zatvoreny systém diagnostiky (analyzator vyuZivajuci len jeden typ
diagnostik). Na tento povrch sa pasivne, alebo s pouzitim metod na kovalentnu vdzbu
absorbuje znama protilatka (ak chceme dokazat’ antigén) alebo znamy antigén, ak sa dokazuje
protilatka. Priprava diagnostickych platniciek s jamkami pokrytymi specifickymi antigénmi je
mozna aj v laboratoriu (home-made). Metodiky nevyZaduju Specialne vybavenie, su vSak
narocné na presnost, Standardizdaciu a vyhladanie najlepSich koncentracii jednotlivych
sucasti. NajdolezZitejsim krokom je presné a uzkostlivé premyvanie vSetkych jamiek platnicky
za ucelom odstranenia prebytkov reagencii, ktoré by mohli blokovat' nasledujuce kroky alebo
byt zdrojom faloSnej pozitivity. Dostupnost ELISA metod pre rutinnu prax bola umoznena
komercnou ponukou Specifickych mikrotitracnych platniciek v sete so vsetkymi potrebnymi
diagnostikami pre uplny test.

Konjugat

Podla typu imunoenzymovej analyzy pri dalsom kroku sa pouziva konjugat antigénu alebo
protilatky s enzymom. Naviazanym enzymom je bud’ chrenovd peroxidaza alebo alkalicka
fosfataza alebo niektory z dalSich enzymov. NajdolezZitejsimi vlastnostami enzymu
pouzivaného na konjugaciu su stabilita, nizka cena, jednoducha konjugacia, nepritomnost
v ludskom sére alahka detekovatelnost. Enzym sa mozZze konjugovat s roznymi
vychytavajucimi  molekulami  (polyklondlne protilatky, IgG frakcie, Fab fragmenty
polyklonalnych protilatok, purifikované protilatky, monoklonalne protilatky). U home-made
testu je potrebny kompromis medzi optimalnym vysledkom a najnizSou cenou. Relativne
najdostupnejsie polyklonalne protilatky su lacné, ale nie su purifikované, a tak su zatazZené
rizikom nespecifickych reakcii. Najlepsie vysledky poskytuju purifikované afinitné protilatky,

ktoré je mozné ziskat' aj komercne pripravené. Konjugaty s chrenovou peroxidazou su



lacnejsie. Najdrahsie ale aj najspecifickejsie su konjugaty monoklonalnych protilatok. Pri
home made technike je dolezité stanovit vhodné riedenie tak, aby absorbancia pozitivneho
testu bola vyssia ako 1,0. Existuje cela skala najroznejsich konjugatov. Pre Specidlne ucely je
niekedy potrebné vytvorit' konjugat v laboratoriu. DoleZitymi bodmi je koncentrovanie
protilatok a odstranenie inych proteinov, tak aby neboli oznacné enzymom. Uskutocriuje sa to
ionovou vymenou alebo chromatograficky alebo sulfitom aménnym. Dalsim krokom je
konjugdcia. Na blokovanie miest, ktoré neboli konjugované alebo na saturovanie
suboptimalne pokrytého povrchu jamky sa pouzZiva pufer obsahujuci albumin z bovinného
sera alebo Zelatina. Aby sa zabranilo pripadnym neimunnym inerakciam v jamke platnicky,
vSetky nasledné reagencie obsahuju pufer s detergentom (0,1% Tween 20) Aj premyvacie
roztoky su pripravované tiez s pufrom obsahujucim Tween 20.

Substrat

Pri vybere substratu, ktory ma byt pouzity na zviditelnenie reakcie s protilatkou je potrebné
brat' do uvahy jeho vlastnosti. Substrat po expozicii enzymu musi vytvorit' rozpustny
meratelny produkt s nizkou vlastnou absorbanciou, stabilny, netoxicky, lacny. Ak sa meria
farebnda zmena spektrofotometricky je potrebné vybrat substrat z ktorého vznike produkt
s farbou meratelnou dostupnymi filtrami. Pre chrenovu peroxidazu sa pouziva peroxid
vodika, orthofenyléndiamin, 5 aminosalicylova kyselina , 3,3,5,5 tetrametylbenzidin (TMB).
Pre alkalicku fosfatazu je najvyhodnejsim p-nitrofenylfosfat. Pouzitie PBS ako premyvacieho
roztoku mozZe posobit inhibicne. Je mozné pouzit' TRIS pufer, ktory zvysuje aktivitu alkalickej
fosfatazu.

Odcitavanie

Kazda metodika vyuzZivajuca pevnu fazu ma charakteristicku metodu na meranie
a interpretdciu reakcie. Meranie sa uskutocniuje spektrofotometricky porovnanim optickej
denzity vzorky a kalibratora alebo hranicnej hodnoty. Pristroj je potrebné vynulovat proti
vzduchu alebo substratu, pri niektorych testoch substratu s konjugdatom. Na vytvorenie
kalibracnej krivky sa pouziju riedenia Standardnej koncentrdacie aknim patriace
absorbancie. Obvykle sa pouziva absorbancia a zodpovedajuci logarytmus koncetracie. Tiez
existuju pocitacové programy predovsetkym pri experimentalnom pouziti home-made metodik.
Jednou z potrebnych uloh pri zavadzani novych metod a testov je urcenie priemernej hodnoty
absorbancie vzoriek u normalnej populacie a pozitivitu stanovit ako 2 az 3 ndsobok
Standardnej odchylky nad tuto hodnotu. Hoci tato metoda vyZaduje testovanie len jedného
riedenia vzorky pacienta nie je bez obmedzeni. Takyto Statisticky pristup nie je pouzitelny pre

parmetre, ktoré nemaju normalalnu distribuciu a moze byt malo vzoriek pre neparametricke



Statistiky. Navdcsim problémom ale je pravdepodobne slabad reprodukovatelnost’ absolutnych
hodnat. Aby bolo mozné vyriesit tento probléem pouziva s tzv. upravend hodnota absorbancie,
kedy sa absorbancia pacienta vyjadruje ako pomer alebo percento pozitivnej kontrolky. Aj tak
je potrebné sledovat’ hodnoty absolutnych absorbancii, ¢im sa sleduje relativna stalost medzi
jednotlivymi testami. Tiez je mozné pouzit’ poolované sérum s danou hodnotou arbitrarnych
jednotiek a vytvorit kalibracnu krivku podla riedenia, z ktorej sa odcita hodnota pacienta.
Navrhuje sa tiez urcenie pomeru oblasti pod krivkou pre testované sérum a pre referencné
serum Tato technika zlepsSuje reproducibilitu a kvantitativne hodnotenie, ale vyzaduje
komplikované vypocty a viacero riedeni séra pacienta, aby bolo mozné ziskat hodnoty
v linearnej casti krivky.

Kontrola a Standardizacia

Kontrolky pre kazdy test zahrnaju pufer, negativna kontrolka, nizko a vysoko pozitivne séra
a absorbanciu vSetkych reagencii. Pri  home made teste je dolezZité stanovit vdzbu
pacientovho séra na nepokrytu platnicku, pretoze u niektorych testoch sa sérum nespecificky
viaze aj aj ak je pevna faza pokryta nespecifickym proteinom. Moze to byt problém pri testoch
urcenych na testovanie IgM a niekedy je potrebné vySetrit vzorky dvakrat — na naviazanej aj
nenaviazanej platnicke, a potom vysledky odcitat. Kedykolvek sa pouzivaju nové diagnostika
je vhodné urobit kontrolné meranie, pretoze nie existuju vyznamné rozdiely medzi platnickami
a konjugatmi a nikdy sa nezabezpecia rovnaké laboratorne podmienky. Preto pouZitie
Standardnej krivky poskytuje reprodukovatelnejsie vysledky. Heterofilné protilatky mozu
interferovat’ pri sendvicovych testoch. Tieto protilatky mozu byt smerované voci viacerym
roznym zivocisnym druhom s ovlyvnit' vyskyt falosne pozitivnych  vysledkov, ktoré su
sposobené skrizenou reaktivitou dvoch protildatok v sendvici.. Pouzitie monoklondlnych
protilatok alebo neimunne imunoglobuliny zodpovedajiiceho zvieracieho druhu eliminuju

interferenciu.
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Capture metédy st d’alSou moznost'ou technologie pevnej fazy, ktort je mozné pouzit’ na
detekciu antigénu alebo protilatky. Pouzivaji bud” polyklonalne alebo monoklonédlne
protilatky absorbované na pevnu fazu k vézbe (capture) antigénu, ktory ma byt’ detekovany.
Enzymom znacCené protilatky na detekciu mézu byt monoklondlne alebo polyklonalne.
Polyklonalne protilatky st vhodnejSie na detekciu roznych antigénov. Monoklondlne
protilatky sa viazu len na jediny epitop. Capture metddy su do urcitej miery citlivejSie pri
pouziti polyklonalnych protilatok , ktoré viazu viaceré antigénne epitopy. Capture metddy na
detekciu IgM protildtok proti réznym virusovym antigénom vyuzivaju zvieracie protilatky
proti Fc fragmentu l'udskych IgM naviazanych na pevna fazu. Existuje moznost’, ze vsSetky
IgM molekuly v pacientovom sére sa mozu naviazat’ na anti IgM protilatky bez ohl'adu na ich
Specificitu. Antigén, ktory sa ma naviazat’' na IgM je konjugovany s enzymom alebo biotinom,
ak je potrebna amplifikacia, a inkubovana s captured IgM. Ak IgM Specifické k enzymom
konjugovanym antigénom st pritomné, antigén je vychytany pacientovym IgM aenzym -
substrat reakcia prebehne. Intenzita farebnej reakcie je priamo umerné hladine Specifickych
IgM protilatokv sére pacientra. Capture testy maji velky potencidl na detekciu IgM
protilatok. Je to U€inna metddy na stanovenie protilatok (napr. pri detekcii intrauterinnych
kongenitalnych infekcii). Capture metddy nie st pouzitené na detekciu Specifickych IgG
protilatok. Pocas akutnej fazy infekcie, zvlast' pri kongenitdlnych virusovych infekcii je

véacsina IgM protilatok virus Specifickych.

6.4.7 IgM a IgG separacné metody

Falos$ne pozitivne a faloSne negativne reakcie pri imunosérologickych testoch na stanovenie
IgM su relativne Castym problémom. Stanovenie IgM protilatok mdze byt faloSne pozitivne,
¢o sa pripisuje pritomnosti reumotoidného faktoru (RF) v testovanom sére alebo
polyklonalnej aktivacie plazmatickych buniek. Reumatoidny faktor je molekula IgM schopna
naviazat’ sa na Fc fragment IgG a deje sa tak obvykle potom, o sa IgG naviazal na Specificky
antigén. Proces viazania na antigén sposobi konformaéné zmeny v IgG, ktoré exponuju nové
antigény na Fc oblasti IgG molekul. RF — [gM sa viaze na tieto novo exponované IgG
determinanty. Pokial’ neddjde k separacii, IgM RF nie je mozné odlisit’ od Specifickych IgM.
Takéto odliSenie je ale nutné predovSetkym pri testovani novorodeneckych sér na Specifické
[gM protilatky proti vyvolavatel'om intrauterinnych infekcii. FaloSne pozitivne IgM mo6Zu byt
spOsobené neSpecifickymi protilatkami medzi jednotlivymi herpesvirusmi (EBV, CMV,
VZV). Stanovenie IgM protilatok mdze byt aj faloSne negativne, ak IgG protilatky inhibuju

alebo sttazia s IgM o vdzobné miesta na antigénoch. Aby bolo mozné vyhnut s faloSne



pozitivnym alebo falo§né negativhym reakcidm je potrebné separovat’ IgG a IgM. Je tiez
dolezité si uvedomit’, ze produkcia IgM protilatok je zachovana u pacientov so supresiou
bunkovej imunity (cytostatickd lie¢ba, imunosupresivna liecba, biologickd liecba, u HIV
pacientov, pacientov s AIDS), pretoze ich produkcia je nezavisla na funkcii T lymfocytov

a moze byt preto indikatorom akutnej infekcie, ale aj reinfekcie.

Na to, aby bolo mozné vylucit’ faloSne pozitivne a falo$ne negativne vysledky u Specifickych
IgM a IgG testoch, existuju viaceré separacné metddy zalozené na odliSnej velkosti tychto

molektl. Fyzikdlna separacia sa uskutoéfiuje stipcovou chromatografiou, alebo

ultracentrifugaciou na baze cukrového gradientu. Nie st to ale praktické systémy pre klinické

laboratéria. U¢innymi mtodami bezne pouzivanymi je ionova stlpcova vymena. IgG prejde

cez stipec a IgM sa zachyti a je vyplaveny pufrom s nizé&im pH a vysSou ionovou silou ako
bol aplikacny pufer. Mnozstvo aplikovaného séra a vymyvacieho pufra sa kontroluje, aby
bolo mozné zaistit kone¢né riedenie ekvivalentné riedeniu séra. Preto su vysledky

semikvantitativne. Pri niektorych metédach je sérum absorbované stafylokokovym proteinom

A na nerozpustni hmotu. Stafylokokovy protein A vyvézuje a imobilizuje IgG molekulu
vmieste Fc fragmentu. Absorbcia proteinom A odstraniuje IgG 1, 2 a4 zo séra
a pravdepodobne aj virus Specifické IgM. Prevenciou interferencie IgG pri komerénych EIA

supravach na testovanie IgM je ich absorpcia s anti huménnym IgG alebo agregovanym

Pudskym gama globulinom. Anti IgG sa viaZe s IgG vo vzorke a odstrafiuje IgG reaktivitu na

antigén. Pokial’ vo vzorke nie je Ziadna molekula IgG, na ktort sa naviazal antigén, RF sa
nenaviaze. Agregovany ludsky gama globulin (AHGG) neutralizuje RF, ale neeliminuje
potencial pre faloSne negativny vysledok kompeticiou s [gM o védzbové miesta pre antigénu.
Anti IgG opracovanie je uc¢innejsSie ako AHGG pokial ide o eliminovanie neSpecifickych IgM
protilatok bez ovplyvnenia Specificity. Obidve metddy st vSak Uc€innejSie ako idnoveé
vymenneé separacné metdody. Nemusia byt v§ak dostatocné na odstranenie IgG protilatok od

pacientov s hypergammaglobulinémiou.

6. S Poziadavky na kvalitu vySetrovacej metédy

Hodnota testov

Zavedenie urcitého testu alebo metodiky by malo byt’ v laboratériu uskuto¢nené na zaklade
urcitych kritérii. Zakladnym kritériom pouzitia kazdého postupu je vyuzitelnost' jeho
vysledkov t.j. &i je jeho pouzitie klinicky relevantné a optimalne. Daldimi vyznamnymi

odbornymi charakteristikami kazdého testu je Specificita, senzitivita, prediktivna hodnota



Technickymi charakteristikami vysledku st reprodukovatelnost’, spravnost’ a presnost.

Senzitivita testu (klinickd alebo diagnostickd) hovori o percente l'udi, ktori maji urciti
chorobu a u ktorych sa ziska pozitivny vysledok testu. Negativny vysledok u 0sob, ktoré maju

ochorenie sa oznaCuje faloSne negativny a zniZuje senzitivitu testu. Specificita testu udava

percento osob, ktori nemaji ochorenie a u ktorych sa zisti negativny vysledok. Pozitivny

vysledok u nich sa oznacuje ako falo$nd pozitivita a znizuje Specificitu testu. Senzitivita sa

pouziva aj vo vztahu k najmeSiemu mnozstvu detekovanej latky, ktory dany test identifikuje.

Je to tzv. analytické senzitivita. Specificita testu vo vzt'ahu k protilatkam hovori o schopnosti

testu odlisit’ urcity cielovy antigén od ostatnych. (Podobne S$pecificita antigénu vychytat’ len
cielové Specifické protilatky, ktorych produkcia bola vyvoland identickym antigénom).

Predpovednd hodnota testu ukazuje na pravdepodobnost, ze test spravne odhali pritomnost’

alebo nepritomnost’ ur€itej choroby. Prediktivna hodnota pozitivneho testu alebo pozitivna

prediktivna hodnota, je pomer osdb s pozitivnym testom, ktori st skutocne pozitivni alebo

maji dani chorobu. Prediktivna hodnota negativneho testu alebo negativna prediktivna
hodnota je pomer 0s6b, ktori mali negativny vysledok a ktori si skutocne negativni alebo

nemaju dant chorobu. Prediktivne hodnoty st ovplyvnené prevalenciou infekcie v populécii.

Vypocet senzitivity

% senzitivity = skuto¢ne pozitivni - x 100

skuto€na pozitivita + faloSna negativita

Vypocet Specificity

% Specificity = skuto¢ne negativni . x 100

faloSne pozitivni + skuto¢ne negativni

Vypocet prediktivnej hodnoty
% pozitivnej predpovede = skuto¢ne pozitivni . x 100

skuto¢ne pozitivni + falo$ne pozitivni

% negativnej predpovede = skuto¢ne negativne . x 100

skutocne negativni + faloSne negativni



Klinické hodnotenie nového diagnostického testu je zalozené na urCeni skutocného stavu
pacienta na zdklade klinickych kritérii alebo aj vysledkoch referencnych diagnostickych

testov. Standardy voé¢i ktorym sa hodnoti novy test sa nazivaju zlaty Standard alebo
referencny test.

Falo$né pozitivne vysledky

Imunoenzymatické testy na stanovenie protilatok moézu byt faloSne pozitivne z réznych

dovodov. Reumatoidny faktor je tvoreny IgM anti imunoglobulinovymi protilatkami

a sposobuje faloSne pozitivne vysledky v sérach ktoré obsahuju IgG protilatky
v imunoanalyzach s antigénom viazanym na pevnu fazu. Napriklad séra obsahujuce RF
a protilatky typu IgG proti virusu rubeolly mozu dat’ falosne pozitivne vysledky v testoch na
vychytanie IgM protilatok proti virusu rubeolly. Dévodom je to, Ze RF(IgM) sa viaze na IgG
protilatky proti rubeole naviazané na antigén na pevnej faze a tie sa viazu na IgM konjugat.
Tuato interferenciu je mdézné odstranit’ odstrdnenim IgG protildtok zo vzorky alebo IgM

capture analyzou. Skrizene reagujuce protilditky st najdolezitejSou pric¢inou falosne

pozititnych vysledkov imunoanalyz s antigénom na pevnej faze. SkriZzene reagujlice protilatky
je mozné odstranit’ adsorbciou $pecifickymi antigénmi. DalSou moznostou ako odstranit
skrizene reagujice protilatky je purifikicia na stipci obsahujucom antigén. Ak test dava
faloSne pozitivne vysledky zvlast v oblasti s nizkou prevalenciou je potrebné urobit’
konfirmacné testy alebo dopliiujuce testy. Tento problém je Casty pri rekombinantnych
antigénoch, kedy napriek purifikdcii perzistuji antigénne zbytky E.coli, protilatky proti
ktorym su bezné v sérach pacientov. Rovnako pri niektorych testoch na stanovenie protilatok
proti borélidm nie je moZné povazovat’ protilatky proti flagelinu - bi¢ikovému antigénu p41 za
vypovedné, pretoZe protilatky proti bi¢ikovym antigénom inych gram-negativnych pali¢iek
mozu nespecificky reagovat’ s flagelinom. (Na to upozorni napriklad aj izolovany nélez len

protilatok proti flagelinu pri vySetreni séra pacientov metodou western blot).

Falo$ne negativne vysledky

Imuonoanalyzy na stanovenie protilatok moézu poskytnut’ aj faloSne negativny vysledok.
Sutazenie medzi IgG a IgM protilatkami mdze spdsobit’ faloSne negativny vysledok pre IgM,
ak je obsah antigénu v pevnej faze obmedzeny a IgG je tspesSnejSie v ako IgM v obsadzovani
vidzbovych miest. TieZ séra obsahujuce velké mnozstvo Specifickych protilatok mozu
sposobit’ fenomén prozoény, kedy vysledky st negativne pri nizkych riedeniach, ale su

pozitivne pri vysSich riedeniach. Tato situdcia modze byt problémom pri skriningovych



testoch, kedy je potrebné na skrining viac ako jedno riedenie. Klinicky falosSné negativne
vysledky sa mozu vyskytnut' aj ak je vzorka odobrata prili§ skoro vo vztahu k nastupu
infekcie. Znalost® prirodzené¢ho priebehu infekcie a imunitnej odpovede je dolezitd na
nacasovanie odberu konkrétnej vzorky v konkrétnom cCase, aby bolo mozné vyhnut sa falosne

negativnym vysledkom.

Laboratérne vysledky mozu byt nespravne z dovodu réznych omylov a chyb, objektivnych aj
subjektivnych na jednotlivych urovniach spracovania vzorky: od odberu a oznacenia pri
odbere, spOsobe transportu a spracovania v laboratoriu. V kazdom momente prace so vzorkou
existuje moznost’ zameny, kazdy pristroj a pomodcka pouzitd pri spracovani moze znehodnotit’
vzorku kvalitativne alebo kvantitativne, kazdy pracovnik méze ovplyvnit kvalitu vysledku
alebo jeho zaznamenanie, ¢i hlasenie. Z tohto dovodu je potrebné kazdy laboratorny vysledok
hodnotit na zaklade klinickych ndlezov a anamnézy. Kazdy laboratorny nalez, ktory sa
nezhoduje s klinickym nalezom alebo lekdrovym predpokladom (dovod preco lekar dal

vySetrit’ parameter) je potrebné hodnotit’ opatrne a v spolupraci s laboratérnym pracovnikom.

Kontrola kvality

Kontrola kvality je dolezitd na zabezpecenie presnych a spravnych vysledkov a predovsetkym
interlaboratornej a intralaboratérnej porovnatelnosti. Kritickymi bodmi kontroly kvality je
Standardizécia, stdly monitoring, vnutorna a vonkajsia kontrola testov a vzoriek. Je podstatou
a mala by byt cielom akreditacnych procesov. Stanovenie optimalnej koncentracie antigénu
a protilatky sa robi blokovou titraciou s referen¢nou vzorkou. Na zaklade jej vysledkov je
mozné urCit’ koncentrdciu reagencii pre maximdlnu Specificki reaktivitu a minimalnu
nespecificki reaktivitu. Proceduira zahfiia hodnotenie testovacieho protokolu vySetrenim
znamych pozitivnych a predpokladanych normélnych vzoriek z cielovej populacie. Na
zéklade tychto Stadii je mozné stanovit’ rozdiel medzi reaktivnou pozitivnou vzorkou od
nereaktivnej negativnej vzorky.

Cut off hodnota - hranica medzi pozitivnym a negativnym vysledkom - vyjadruje
absorbanciu ur¢enu na zaklade

- udania vyrobcu testu, alebo

- vypoctu hodnoty, ktord je ur€itym nasobkom Standardnej odchylky pripocitanym
k priemernej absorbancii negativnej populécie, alebo

- ako cCast’ alebo percento pozitivnej referencnej hodnoty alebo

- ako kombindcia vSetkych zmienenych postupov.



V kazdom pripade vzorky, ktoré maji absorbanciu vysSiu ako cut off su pozitivne alebo
reaktivne, ktoré maju absorbanciu niz§iu ako cut ff su negativne. Niektori vyrobcovia
stanovuju aj tzv. Sedu zénu. Tento pristup komplikuje interpretaciu testu a menezovanie
pacienta, a preto sa neodporica. Manudl pristrojov poskytnuty vyrobcom je potrebné vzdy
prestudovat, pristroj kalibrovat, podrobne monitorovat denne (dennd udrzba)
a v pravidelnych intervaloch absolvoat’ technické prehliadky. VSetko monitorovanie
a kontroly je potrebné zaznamenat’. Kazdé vysetrenie (kazdy cyklus) ma zahtiat’ kontrolky
od vyrobcu, vlastné kontrolky a referencné vzorky.Variacie kvality alebo aktivity reagencii
medzi setmi alebo Sarzami sa monitoruji externym kontrolnym setom, ktory by mal
obsahovat’ vysoko reaktivne, stredne reaktivne, nereaktivne vzorky a pool vzoriek.Takato
externa kontrola slizi na detekciu okamzitych problémov, ale aj monitorovanie variacii
medzi jednotlivymi testami a dlhodoby trend. Hodnoty ziskané pri kazdom jednotlivom teste
by sa mali monitorovat’ graficky, ktoré¢ ukazuju trendy a kvalitu a poskytuji informacie pre
rieSenie problémov.

Velmi vyznamna tUlohu pre kvalitu laboratéria zohrava porovnatelnost vysledkov.

Interlaboratérna a intraloaboratorna, ale aj priebeznd u individualneho pacienta. V stcasnosti
je mozné sa stretnit’ s neuvazenymi zmenami metodik, vymenou analyzatorov a
diagnostickych setov - predovsetkym vramci ekonomiky medicinskych laboratorii a lobingu
spolo¢nosti. Rovnako inflacia laboratorii, nezmyselny a kontraproduktivny konkuren¢ny boj,
ktory zaviedol prax zvazania biologickych vzoriek stovky kilometrov do laboratorii v inych
regionoch vedie k znehodnocovaniu vzorky, zvySovaniu nakladov na vySetrenie. Prakticky
neexistujuca moznost' porovnavania niektorych markerov a sérologickych parametrov u
pacienta, ktorého vysetrenie pred hospitalizaciou a pocas nej bola urobena v inom laboratoériu,

nehovoriac o vyvoji sérologického profilu pri zmene diagnostickych laboratornych postupov.

6. 6 Vyznam a pouZzitie detekcie Specifickych protilatok
6. 6. 1 Detekcia protilatok ako indikatora imunity
- Profesionalny skrining

Pred zamestnanim pracovnika pozaduji niektoré organizdcie dobrovolne alebo maji
zakonom stanovené verifikovat stav imunity proti niektorym  mikroorganizmom.
V zdravotnickych zariadeniach niektorych krajin je to imunita proti virusu rubeolly a varicella
zoster. Tieto virusové infekcie sa mézu nekontrolovatlne §irit’ v neiminnej populacii v Case
medzi expoziciou virusu a erupciou exantému a mohli by byt fatdlne u imunosuprimovanych

pacientov a neimunnych dospelych. Stanovenie Specifickej imunity proti virusu hepatitidy B



je pozadované u zdravotnickych pracovnikov aj Studentov zdravotnickych odborov. Napriek
tomu, ze je ochranou proti najcastejSej profesionalnej nakaze v zdravotnickom prostredi, nie
je dovodom zanedbavania protiepidemickych ochoreni z dovodu S$irenia ostatnych krvou
prenosnych ochoreni (infekcia VHC, HIV, CMV, EBV ai.). V sicasnom obdobi by
zdravotnicki pracovnici mali byt imunizovani voc¢i vSetkym prenosnym ochoreniam, ktorymi
mozu byt’ infikovani, ktoré neprekonali a proti ktorym je mozné ockovat’.

(Pracovnici lesnych zavodov, polovnici — Kliestova encefalitida, besnota; Veterindri —
besnota; Vojaci, Spertovci — tetanus a podl'a krajiny pdsobenia; Pracovnici v zahrani¢i — podl'a
epidemiologickej situacii v krajine pdsobenia, podla poziadavok prijimajucej krajiny

a profesie).

- Predoperacny skrining
Podla v sucasnosti zauzivanych postupov sa vramci predoperacného vySetrenia pozaduje
stanovenie pritomnosti protilatok proti Treponem pallidum, HIV a urCenie pritomnosti
HbsAg. . Stanovenie HbsAg je uzito¢né pre vyhl'adanie nosicov, aj ked’ nie je uréujucim pre
infekénost’ pacienta. Stanovenie protilatok proti Treponem pallidum ma vyznam pre
vyhl'addvanie infikovanych rovnako ako stanovenie pozitivity protilatok proti HIV. Pre

ochranu personalu je UZitocné stanovovat HIV antigén a HIV protilatky sticasne.

- Prenatalny skrining

V laboratérne; praxi je mozné sa stretnit’ srozpakmi pri interpretacii vysledkov
sérologickych vysetreni na odhalenie intrauterinnych infekcii. Na zaklade zakona o ochrane
zdravia méa byt ukazdej tehotnej Zeny vykonané skriningové vySetrenie na diagnostiku
intrauterinnych infekcii s rizikom postihnutia plodu. Dodlezité je spravne interpretovat
ziskané vysledky vySetreni. Prenatilny skrining je mozné uskutociiovat’ aj selektivne na
zéklade anamnézy a rizikovych faktorov pocas tehotenstva. Riziko intrauterinneho postihnutia
novorodenca je kontrolované vySetrenim protilatok proti toxoplazmoéze, rubeolle, CMV
a baktérii Treponema pallidum.

Spolu so stanovenim pritomnosti HIV resp. protilatok proti HIV indikuje potvrdenie
toxoplazmozy a syfilisu pouzitie ucinnej antimikrobidlnej terapie na zniZenie rizika
postihnutia novorodenca.

Stanovenie pritomnosti HbsAg umatky umoZiluje profylaktické pouZitie imunizacie

novorodenca.



Riziko toxoplazmoézy je vysSie, ak je vokoli macka, rubeolly pri kontakte
s neimunizovanymi det'mi Skolského veku, CMV infekcie pri kontakte s imunosuprimovanym
pacientom a HIV v rizikovych skupinach.

Metody, ktoré sa pri diagnostike pouzivaji st IFA alebo ELISA. V niektorych krajinach su
k dispozicii aj v ambulancii pouzitel'né rychlotesty s moznymi faloSne negativomi vysledkami
Pre IFA testy mozu nespecifické vizby fluorescennych konjugatov spdsobovat falo$ne
pozitine vysledky. FaloSne pozitivne reakcie spdsobené pritomnymi antinukledrnymi
protilatkami alebo autoprotilaitkami musia byt oddiferencované od skutocnej pozitivity
Specifickych testov. Silne pozitivne antinuklearne protilaitky mézu maskovat” schopnost’
detekovat’ Specifické protilatky proti niektorym organizmom. Ak je znama Specificita
antinuklearnych protilatok u tehotnej pacientky, je mozné pouzit’ nerozpustné antigény na
absorbciu reagujucich antinuklearnch protilatok. Pri pouZziti EIA a ELISA metdd musi byt
maximalna pozornost’ venovana kvalite antigénu, ktory je naviazany na pevnu fazu, teda
kvalite testu.

Skriningové testy su obvykle viac citlivé a menej Specifické. Kazdy reaktivny vysledok je
potrebné nésledne potvrdit’ opakovanym vySetrenim tej istej vzorky a vySetrenim d’alSej

vzorky s naslednym pouzitim metddy vyssej kategérie (konfirmacny test).

Toxoplazmodza

Interpretacia laboratérnych testov na toxoplazmoézu je vzhl'adom na zdvaznost poSkodenia
plodu pri intrauterinnej primoinfekcii, chronicky priebeh a dostupnost’ viacerych
sérologickych metdd a charakter infekcie (tkanivova parazitdza) niekedy vel'mi naro¢na. Patri
do ruk skuseného diagnostika. Pri vySetrovani sa pouZzivaju testy komplementfixacné (KFR),
u ktorych je obvykle potrebné vysetrenie 2 a viac vzoriek na stanovenie Stddia. Diagnostika sa
opiera o titre protilatok v sére aich dynamiku (vzostup a pokles v obdobi akutnej infekcie,
zotrvaly stav v postakitnom obdobi a opakovany vzostup v obdobi reaktivacie ochorenia).
V stcasnosti sa na prenatalny skrining pouzivaju imunoenzymové metody — ELISA
a stanovuju sa IgM protilatky, pri ich pozitivite aj IgA pripadne aj IgG protilatky. Izolovana
pozitivita IgM protilatok, bez dynamiky a pozitivity IgA alebo IgG je neoCakavany nalez
a svedCi pre neSpecificku reaktivitu testu. Pozitivita IgM a IgA sved¢i pre akutne ochorenie
s rizikom intrauterinného posSkodenia plodu pri primoinfekcii v prvom trimestri. Pozitivita
IgM aj IgG protilatok svedéi pre odznievajicu akutnu infekciu a porovnanie s tyzdiiom
gravidity a d’alSie Specifické testy mézu odhadnit’ mieru rizika pre tehotnu. Pozitivita 1gG

protilatok, pri negativite IgM hovori jednoznacne o postinfekénych protilatkach. Tehotna Zena



prekonala primoinfekciu a s velkou pravdepodobnostou Toxoplazma gondii parazituje v jej
tkanivach s moznostou prechodu infekcie do chronicity, ¢o sa prejavi v budicnosti
klinickymi priznakmi. V obdobi tehotenstva vSak nie je riziko pre plod a takto by mal byt

nalez izolovanych pozitivnych IgG protilatok interpretovany aj matke.

Hepatitida B

U tehotnych zien je vySetrenie HBsAg indikované na zaciatku tehotenstva a pred poérodom.
V prvom trimestri je vyskyt pozitivity HBsAg u tehotnej matky bud’ znakom akutnej infekcie
(pri sucasnej pozitivite HBclgM a HBeAg alebo anti HBe) alebo znakom chronicke;j
perzistentnej infekcie (pozitivita HBsAg a HBeAg) alebo chronického nosi¢stva HBsAg
anema az do porodu vplyv na d’alSie tehotenstvo alebo plod. Testovanie HBsAg v obdobi
pred pérodom je vyznamné z hl'adiska zabezpecenia porodu a popdrodného oSetrenia dietat’a.
Novorodenec HBsAg pozitivnej matky je imunizovany proti hepatitide B z dovodu vel'kého
rizika prenosu infekcie perinatalne, postnatalne a v priebehu dojcenia. Infekcia novorodenca
je castejSie spojena s prechodom do chronicity a vyvojom hepatocelularneho karcinomu

pecene v neskorSom obdobi.

Rubeolla

Sérologické vySetrovanie tehotnych Zien na vylicenie intrauterinnej infekcie plodu virusom
rubeolly vyzaduje presny algoritmus a spravnu interpretdciu. V naSej populacii je povinné
oCkovanie proti virusu rubeoly uz od roku 1977. Existuje len minimalny pocet Zien vo
fertilnom veku, ktoré neboli oCkované proti rubeole, pripadne, ktoré neprekonali infekciu
rubeolly v detstve. Nemozeme vSak vylucit’ moznost’, Ze v naSej populacii existuji tehotné
zeny, ktoré nemaju protektivne protilatky (zeny z krajin, kde sa neockuje, individudlne
chybajice ockovanie, imunodeficit  Zeny, non-responders). Tieto Zeny s v riziku
primoinfekcie virusom rubeolly, 1ked vzhl'adom na kolektivhu imunitu a velmi
nepravdepodobni moznost’ kolovania virusu v populécii je toto riziko minimdlne a v podstate
len teoretické. V takejto epidemiologickej situacii je rozumné vySetrit’ tehotnli Zenu najskor
na pritomnost’ IgG protilatok (testovanie protektivnej imunity) a len pri negativite tohoto testu
testovat’ tu istl vzorku aj na IgM protilatky — skrining akttnej infekcie virusom rubeolly
u matky. Pozitivita IgM protilatok proti rubeolle u matky, musi byt’ ale interpretovand vel'mi
opatrne, v suvislosti s klinickym obrazom, epidemiologickou anamnézou a dynamikou

protilatok a moZznost'ou neSpecifikych protilatok.



Pri interpretacii sérologickych testov je potrebné brat’ do uvahy aj dosiahnuti koncentraciu
protilatok v medzindrodnych jednotkachj, alebo aspoil na zéklade indexov, ktoré sa
vypocitavaji z pomeru extinkcie hrani¢nej hodnoty testu a extinkcie séra pacienta. Kazdy
komer¢ny alebo v laboratériu pripraveny test ma uriti hranicni hodnotu - (cut off) -
koncentraciu testovanych protilatok alebo dosiahnutt extinkciu - na odliSenie pozitivneho
a negativneho vysledku. Obvykle hodnoty v rozmedzi 10% vysSie a niz§ie ako hodnota cut
off udavaju tzv. Sedi zonu charakterizujicu nejasny vysledok. Hrani¢nd hodnota je
Statisticky urena z najCastejSich hodnoét ziskanych pri vySetrovani vel’kych stiborov. Je preto
potrebné citlivo zvazovat’ a hodnotit’ aj vysledky v blizkosti Sedej zény. Pri akuatnych
ochoreniach st koncentracie vysoké ajasne ukazuju na ochorenie. Hrani¢né hodnoty
nasvedcuju tomu, Ze je potrebna konzultacia alebo d’alSie vySetrenie na sledovanie dynamiky.
Sérologické testy maju urcité objektivne aj subjektivne obmedzenia, ktoré je potrebné brat’ do
uvahy. Falosne pozitivny vysledok moze byt spdsobeny skriZzene reagujucimi protilatkami.
Pri niektorych ochoreniach a zv1ast’ ¢asto u tehotnych dochadza k tzv. polyklonalnej aktivacii
buniek, néasledkom ¢oho moze vzniknut situicia, Ze pri testovani na viaceré antigény,
dostaneme niekol'ko poztitivnych vysledkov (napr. IgM na morbilli, parotitidu, rubeollu),
obvykle v oblasti Sedej zony alebo nizkych hladin.

Interpretacia vysledkov sérologickych  vySetreni prenatdlneho skriningu je naro¢na
a vyzaduje dobré znalosti o tvorbe a dynamike protildtok v sére pacienta v jednotlivych
stadiach infekcie s ohladom na $pecifika v obdobi tehotenstva. Skala indikovanych vysetreni
je dana skusenostami gynekologa, klinickym obrazom pacientky a legislativnymi upravami.
Jednotlivé parametre, ktoré lekar dostane z laboratoria cCasto s casovym oneskorenim
vytvaraju objektivny nalez, na zaklade ktorého je potrebné sa rozhodnut' a informovat
tehotnu Zenu o d’alSom postupe. Len dobré znalost” vyskytu jednotlivych markerov v urcitych
fazach ochorenia poskytne gynekologovi istotu, na zaklade ktorej moze informovat’ tehotna
zenu o tom, ze vSetko je v poriadku alebo si je isty rizikom mozného poskodenia a informuje
o iom budicu matku. Pricom si je vedomy zékladného pravidla nihil nocere, ato nielen

v oblasti fyzického, ale aj psychického zdravia a pohody.

- Predtransplanta¢ny skrining
Transplantovani pacienti st v riziku fatdlnej CMV infekcie, ktora modZe byt nahodne
prenesena s darovanym orgdnom, kostnou drefiou alebo krvnou trasfiziou, pretoze virus je
umiestneny v bunkdch darcu. CMV infekcia utychto pacientov modze byt spdsobena

primarnou infekciou, reaktivaciou latentnej infekcie alebo reinfekciou exogénnou infekciou.



Imunitny stav darcu a prijemcu transplantatu musi byt uréeny pred transplantaciou tak, aby
bolo mozné uskutocnit’ opatrenia u séronegatinvych pacientov. CMV negativni pacienti st
transplantovani tkanivami CMV negativnymi darcami. Krvné produkty, ktoré st podavané

CMV negativnym pacientom by mali byt CMV negativne.

- Vakcinaény skrining
V praxi je mozné monitorovat’ Specificku imunitu jednotlivca stanovenim hladin Specifickych
protilatok v sére alebo koznymi testami. Medzi novsie pre vyskumné ucely pouzivané metody
patri vychytavanie subpopuldcii Specifickych B lymfocytov znacenymi protilatkami, aktivacia
B lymfocytov k produkcii Specifickych protilatok, meranie vplyvu T lymfocytov na vyvoj
protilatkovej odpovede (napriklad ELISPOT).

ELISPOT

Enzyme linked immunosorbent spot je adaptdcia enzymovej imunoanalytickej metody na
detekciu a pocitanie B Ilymfocytov produkujucich protilatky proti Specifickéemu antigénu.
Bunky periférnej krvi su spocitané a umiestnené do jamiek mikrotitracnej platnicky pokrytych
antigénom.  Platnicka je inkubovana 4h pri 37st.C, premyta asu pridané
antiimunoglobulinové protilatky a IgG protilatky proti ludskym imunoglobulinom znacené
alkalickou fosfatazou a nasledne substrat (5 bromo, 4 chloro 3 indlylfosfat). Tato metoda sa

pouziva pri testovani schopnosti imunitne odpovedat’ na antigén.

V praxi je bezne dostupné stanovenie Specifickej imunity po o¢kovani proti:

- TBC koznym testom — tuberkulinova reakcia. Na odliSenie postvakcinacnej a postinfek¢nej
reakcie sa stanovuje vel'kost’ induracie.

- Diftérii stanovenim antitoxickych protilatok neutralizacnym testom alebo imunoanalyzou.
Je moZny aj kozny intradermalny Shickov test.

- Tetanu stanovenim antitoxickych protilatok neutralizacnym testom alebo imunoanalyzou

- Pertussis stanovuju sa celkové aglutinujuce protilatky alebo jednotlivé triedy
imonoanalyzou. Tu je potrebné odliSit’ protilatky proti antigénom vakciny a antigénom
infekéného agnesu. Niektoré vakciny — aceluldrne neobsahuju vsetky antigény baktérie ako to
bolo ucelobunkovej vakciny. Takymto spdosbom je mozné odliSit postinfeként

a postvakcinacnu imunitu.



- Poliomyelitide na stanovenie antiinfekénej imunity sa stanovuji virus neutralizacné
protilatky, na monitorovanie ochorenia sa vyuzivalo stanovenie komplement fixacnych
protilatok.

- Hemofilovym invaznym ochoreniam imunoanalyzou sa stanovuju protilatky proti PRP
antigénu.

- Osypkam sa stanovuju postvakcinacné protilatky triedy IgG imunoanalyzou

- Ruzienke sa stanovuju postvakcina¢né protilatky triedy IgG imunoanalyzou

- Parotitide sa stanovuju postvakcinacné protilatky triedy IgG imunoanalyzou

- Virusovej hepatitide typu B sa stanovuji kvantitativne postvakcinacné protilatky proti
HbsAg imunoanalyzou. OdliSenie postavakcina¢nych a postinfekénych protilatok je mozné.

- Virusove] hepatitide typu A sa stanovuju postvakcinacné protilatky triedy IgG
imunoanalyzou

- Kliestovej encefalitide sa stanovuji postvakcinaéné protilatky triedy IgG imunoanalyzou

- Chripke A a B sa stanovuju postvakcinac¢né protilatky tiredy IgG imunoanalyzou

- Pneumokokovym antigénom je mozné v Specializovanych pracoviskach stanovit' skupinové

protilatky triedy IgG imunoanalyzou

Pri hodnoteni individualne; imunity je potrebné postupovat’ opatrne a zvazit vyznam
koncentracie protilatok v sére spolu s vakcina¢nou anamnézou, typom ockovania a podaného
antigénu. Po kaZzdom styku s proteinovy antigénom sa tvoria protilatky aj pamitové buky.
Pamétové bunky st podstatou imunitnej odpovede aj pri nemeratelnych sérovych hladinach
protilatok. Toto tvrdenie neplati pre antitoxicki imunitu. V stvislosti s antitoxickymi
protilaitkami navodenymi ockovanim proti tetanu a diftérii je potrebné¢ zddraznit’ nutnost
preockovnia dospelych a osob starSich vekovych kategorii. Na rozdiel od mechanizmu
udrZiavania Specifickej antitinfekénej imunity v suvislosti s existenciou paméit'ovych buniek,
kedy expozicia antigénu, ¢i uz prirodzenou formou (divoky kmeii) alebo umelou (vakcina¢ny
antigén) vyvold zvySenu produkciu protilatok, antioxickd Specifickd imunita musi byt
udrzovana trvalo na ucinnej Urovni, lebo len pritomné antitoxické protilatky su schopné
zabranit’ vzniku ochorenia vyvolaného toxinom okamzite. (Toxinom aktivizované pamétové
bunky v spolupréci s ostatnymi sti€astami imunitného systému by mohli vytvorit’ zvysSené
hladiny protilatok az v Case, ked’ vol'ny toxin uz mdze byt naviazany na cielové receptory
a sposobuje klinické priznaky). Pri ochoreni tetanom je antigénny stimul vzhladom na

minimalne koncentracie toxinu v sére obvykle nedostato¢ny a ochorenie nevytvara Specificku



protektivhu imunitu. Preto je po ochoreni na tetanus potrebné vzdy pacienta aktivne

imunizovat’.

6. 6. 2 Detekcia protilatok pri diagnostike ochorenia

Akutne a rekonvalescentné vzorky - Sérologické studie vyznamne prispeli k diagnostike

mikrobidlnych predovSetkym virusovych infekcii u pacienta. Ucebnice Specifikuju, ze
sérologické protvrdenie suspektného ochorenia nie je mozné bez vysetrenia parovych vzoriek.
Prva vzorka sa odobera ¢o najskor po zacati ochorenia, druha o 1 az 2 tyzdne neskor. Tieto
parové vzorky sa nazyvaju akutna a rekonvalescentnd. Pre presnu interpretaciu testu sa tieto
vzorky vySetruju simultanne (t4 ista metéda v tom istom teste).Viac ako $tvorndsobny vzostup
geometrického titra protilatok alebo sérokonverzia — zmena z negativnheho na pozitivny
vysledok - sa povazuju za diagnosticky pre aklitne ochorenie,. Nevyhodou je potreba dvoch

vzoriek a s fiou suvisejuci ¢asovy odstup stanovenia diagndzy a pripadnej terapie.

IgM a IgG 3pecifické testy - NovSie imunoenzymové metddy, v sucasnosti pristupné v beznej
praxi, umoZznuju pouzitie jednej vzorky na stanovenie IgG a IgM Specifickych protilatok.
Negativny vysledok IgG aj IgM je v pripade, ak pacient nebol infikovany alebo bolo
testovanie uskutocnené prili§ skoro. Pri nutnom skorom stanoveni IgM sa citlivejSimi javia
testy zachytavajuce tzv Ig total protilatky ako bolo konStatované vyssie. Komercne dostupné
sety st obvykle urcené na testovanie jednotlivych tried. Pri interpretacii je potrebné brat’ do
uvahy niektoré vlastnosti imunoglobulinov. IgG protilatky su Specifické len v oblasti tazkych
retazcov. Celkové protilatky st protilatky proti IgG tazkym a 'ahkym ret'azcom, ktoré¢ budu
tieZ reagovat’ s lahkymi retazcami IgA a IgM. IgM protilatky su Specifické v oblasti tazkych
retazcov.

Ak st detekovatel'né¢ IgM protilatky a suCasne IgG je negativne, pacient bol exponovany
infekénému agens. U niektorych infekcii (toxoplazmdéza) je mozné vEasnu infekciu potvrdit’
vySetrenim IgA protilatok z tej istej vzorky. Pri podozreni na neSpecificktl reakciu IgM (z
dovodu pritomnosti RF alebo pri niektorych autoimunitnych ochoreniach, ¢i tehotenstve) je
mozné toho potvrdit’ alebo vyvratit opakovanym vySetrenim neskorSie odobratej vzorky na
IgM algG. Ak sa potvrdi rovnaky vysledok IgM pozitivny a IgG negativny je vel'mi
pravdepodobné ze je to neSpecificka reaktivita. V opacnom pripade by bola detekovana
sérokonverzia v triede IgG. (Toto nemusi platit’ u pacienta s deficitom T bunkovej imunity).

Ak su pritomné IgM aj IgG protilatky, sved¢i to o infekcii v obdobi pred 3. —12. mesiacmi.



Ak IgM protilatky nie su pritomné, ale 1gG &no, je to znakom Specifickej imunity voci
testovanému mikroorganizmu. Z ¢asového hladiska doslo k infekcii pred viac ako 6-12
mesiacmi. Pouzitie jedinej vzorky na diagnostiku akutnej infekcie je vhodné, ak je pouzity
testovaci systém Specificky a senzitivny a ak bola vzorka odobrata v ¢ase, ked boli IgM
protilatky detekovatelné (pre niektoré testy detekujuce IgM alebo celkové protilatky uz 7. —
10. dent po infekcii). Pri interpretacii vysledkov testov je treba zvazit aj mozné
predchadzajice ockovanie. (Po prvej davke ockovacej latky sa tvoria IgM protilatky a ich
vznik moéze ockovani  znamenat diagnostické rozpaky medzi zacinajicou infekciou

a nastupom imunity — napr. pri postexpozi¢nom ockovani proti hepatitide A).

Porovnanie metdd - Prechod od KFR k IFA pri detekcii virusovych protilatok bol mozny bez

reedukécie zdravotnickeho persondlu v oblasti vyznamnosti vysledku, pretoze vysledky
obidvoch testov sa udavaju v titroch. Prechod od klasickych metdd pouZzivajucich titre na
kvantifikaciu vysledku ( KFR, IFA, HIT) na ELISA metédy pouzivajuce elisa jednotky EU
alebo IU si vyzaduje zo strany laboratoria dostato¢ne dlhé prechodné obdobie, kedy sa
vzorky vySetruju obidvoma testami sucasne a zvlast’ a ziska sa reprezentativne porovnanie
obidvoch metdd. Dolezita je v kazdom pripade komunikécia medzi laboratoriom a klinickym

alebo ambulantnym pracovniskom. Rovnako je potrebné vytvorit’ konverznt tabul’ku.

VySetrenie matky pri kongenitalnej infekcii diet’at’a

Ak nebola matka skriningovo vySetrena v tehotenstve testovanie jej séra po podrode
infikovaného dietata je zbytocné. Len ak priznaky ochorenia u matky boli dokumentované
maximalne v predchadzajicich 4 tyzdinoch, mé vyznam vySetrovat IgM protilatky. Inak
nebude toto vySetrenie vypovedné, pretoze IgM protilatky dosahuji vrchol uz v prvom
mesiaci anemusia pretrvavat viac ako 28 dni. Stanovenie IgG protildtok neprispeje
k stanoveniu diagnézy, pretoze 1gG zacinaji byt’ detekovatel'né v 2. tyzdni po infekcii a moézu
pretrvavat cely zivot. Zavaznost kongenitdlnych infekcii stvisi s dobou expozicie plodu
infekcii. Kongenitalne infekcia sa mdze prejavit’ ako potrat, smrt’ novorodenca, hydrocefalus,
mentélna retardacia, slepota, postihnutie srdca, kosti. Niektoré infekcie sa prejavia suborom
priznakov (Greggov syndrom pri i.u. infekcie virusom rubeolly). Vysoké percento deti
s kongenitalnou infekciou virusom rubeolly, prvokom Toxoplasma gondii, ale aj Treponema
pallidum nema priznaky pri narodeni, ale vyvinl sa im postupne v priebehu prvych 5 rokov.
Rovnako sérologicka pozitivita resp. negativita u HIV infekcii dietat’a moze byt’ oddialena az

na 2 roky. Ak je umatky potvrdend imunita proti TORCH v Case gravidity, IgG protilatky



prechadzaju cez placentu a chrania plod, ak by bol exponovany mikroorganizmu pocas i.u.
vyvoja. Ak matka nie je iminna, mikroorganizmus prejde cez placentu a moze spdsobit’
poskodenie plodu skor ako sa u matky vyvina protektivne IgG. Fetus odpoveda tvorbou IgM
protilatok, tato odpoved’ je vSak pomalsSia ako u dospelych. Tento oneskoreny néstup tvorby
protilatok umoziiuje mikroorganizmu nekontrolovatelne sa pomnozovat a sérologicku
detekciu po narodeni. IgM protilatky v pupoc¢nikovej krvi su vzdy patriace plodu, materské
IgM na rozdiel od IgG neprechddzaju transplacentdrne, pretoze molekula pentaméru IgM je
vel'kd. Metddy priamej diagnostiky kongenitalnych infekcii su kultivacia fetalneho tkaniva
alebo placenty, demonstracia charakteristickych 1¢ézii alebo IgM neonatalnych Specifickych
protilatok a v siCasnosti metddy zalozené na detekcii genetickej informacie — PCR.
Kultivacia moze trvat’ 2-4 tyzdne, histologické zmeny nemusia byt’ detekovatel'né alebo nie je
mozné¢ vzorku odobrat. Detekcia IgM mdbze byt rychlou a Specifickou diagnostickou
metddou. Kvantitativne stanovenie celkovych IgM modze byt zvySené, ale Specifické
protilatky st vypovednejSie. Zakladné vysetrenie zahfiia stanovenie celkovych IgM, CRP
a Specifickych IgM proti TORCH. Odporuca sa pri skriningovom vySetreni na intrauterinnti
infekciu aj test na RF. Je rovnako senzitivny a Specifickej$i ako stanovenie celkovych
imunoglobulinov pri detekovani kongenitalnej infekcie. Pri kongenitalnej infekcii Specifické
materské protilatky prechadzaju cez placentu a si pritomné v sére novorodenca. Pretoze
materské protilatky viazu antigén pritomny v testovacom systéme, faloSne negativne reakcie
mozu zabranit’ vizbe Specifickych IgM protilatok. FaloSne pozitivny vysledok sa moze
vyskytnuat’, ak je pritomny RF IgM a viaze sa na kompexy IgG. Neonatalne Specifické IgM
nie je mozné odlisit’ odnovorodeneckého RF IgM.Vizbe RF je mozné zabraniz, ak sa
vyviazu materské IgG pred testom. Pouzivaji sa na to rovnaké postupy, ako hore uvedené
metody na separaciu IgG a IgM protilatok

Sérologické vySetrenie tehotnej Zeny na protilatky proti Treponema pallidum ma
opodstatnenie v prvom trimestri. Prvy odber ma odhalit’ akatnu alebo chronicku infekciu
u zeny. Syfilis je azda jedind infekcia tehotnej zeny, ktora ohrozuje plod aj v pripade, ze
matka neprekondva primoinfekciu v prvom trimestri, ale akvirovala infekciu v minulosti .
U infekcii Treponema pallidum moze dojst’ k opakovanej reaktivacii infekcii s prestupom na
plod. V praxi to znamena, ze jedna matka, méze mat’ aj niekol'ko postihnutych deti infekciou
Treponema pallidum — kongenitalny syfilis. Pritomné protilatky nie su protektivne. Pri
prenatalnom skriningu sa vySetruju nesSpecifické protilatky kardiolipinové (BWR, VDRL,
RRR) avzdy aj Specifické protilatky (najcastejSie TPHA). Kardiolipinové protilatky su

skriningové a neSpecifické (faloSnd pozitivita je cCastd u pacientov s ochorenim srdca,



reumatickym ochorenim, boreliovou infekciou, pri uzivani niektorych liekov). Ich vyznam
spociva v moznosti sledovania uspesnosti terapie, pretoze tieto protilatky vymiznu tak, ako
dochadza k reparacii tkanivového poSkodenia pri lieCbe infekcii. Protilatky typu TPHA su
Specifické a st celozivotnym znakom infekcii. Pozitivita TPHA protilatok v prvom trimestri
je indikaciou na lieCbu tehotnej Zeny pre vysoké riziko intrauterinného postihnutia plodu.
Syfilis

Netreponémové testy na syfilis su najéastejSie aplikovany skriningovy test. Na detekciu
Wassermanovych protilatok alebo anti kardiolipinovych protilatok sa pouziva RPR (rapid
plasma reagin) test alebo VDRL (veneral disease research laboratory) test Tieto protilatky —
reaginu si produkované ako odpoved’ na lipoidny materidl uvolneny vo velkom mnozstve
z poskodenych buniek v skorych Stadiach infekcie ako aj na lipid pritomny na bunkovom
povrchu treponém. Hoci st tieto testy velmi citlivé, nie su Specifické. Reaktivne vzorky
musia byt konfirmované Specifickymi treponémovymi testami (TPHA). Prenatdlny skrining
na syfilis a HIV a v niektorych krajinach aj predmanzelsky skrining je vyzadovany. Syfilis je
mozné lieCit’ v kazdom $tadiu a liec¢ba je Gsps$nejsia vo v€asnych Stadidch. Prenatalny skrining
je zamerany na kongenitdlny prenos tohto ochorenia. Biologicky faloSne pozitivne
netreponémové testy sa vyskytuji aj pri autoimunitnych ochoreniach. Ich vyznam spociva
predovsetkym v tom, Ze s U€innou skriningovou metddou, monitoruji ucinnost’ terapie (ich
titre klesaju pri liecbe a tplne vymiznua po vylie€eni, na rozdile od treonémovych testov, ktoré
zostavaju pozitivne cely Zivot) a odliSia treponémovu infekciu od boréliovej pri nesSpecifickej

pozitivite TPHA testu.

Transplantacia a imunosupresia

Po zavedeni imunosupresivnej liecby, ktora selektivne potlaca bunkova imunitu, bolo mozné
uspesnejSie  zvysit pocCet organovych transplanticii a transplantacii kostnej drene.
Imunosuprimovani pacienti podstupuji riziko vzniku oportinnych infekcii. Bakteridlne
infekcie je mozné liecit’ antibiotikami, odliSenie virusovej infekcie of chronického odvrhnutia
allotransplantatu mdze byt ndroc¢nejsie. Recipienti, ktori st séronegativni na CMV a HSV
pred transplantaciou podstupujt riziko. [gM CMV je potrebné testovat’ pred transplantaciou aj
po transplanticii takmer denne, aby bolo mozZné rychlo detekovat infekciu pred
transplantaciou alebo pred objavenim sa symptomov a potvrdit’ prebiehajucu aktivnu infekciu.
Hoci $pecifické IgM obvykle neperzistuju dlhSie ako 8 tyzdnov, virusové IgM proti CMV st
detekovatelné niekol’ko mesiacov aj rokov po dokumentovanej infekcii vzhladom na

kontinudlnu intraceluldrnu perzistenciu. Detekcia CMV IgM je vhodnd na diagnostiku



infekcie u transplantovanoych pacientov. NajlepSou metodikou klinicky vyznamnej infekcie
je detekcia CMV virémie. Nepritonost  Specifickych IgM modze byt zavadzajlca.
Nacasovanie odberu vzorky je vel'mi dolezité pre diagnostiku. Ak je odber vzorky velmi
zavcasu, IgM nemusia byt pritomné v detekovatel'nej koncentracii. Ak je odber neskoro, IgM
uz nemusia byt pritomné. U niektorych virusovych infekcii Specifické IgM perzistuji a st
detekovatel'né 12 — 18 mesiacov po zaciatku infekcie, takze detekcia IgG aj I[gM by mala byt
indikovana simultdnne na stanovenie akutnej infekcie. Preto u pacietnov pred transplantaciou
je potrebné tiez stanovit’® IgG aj IgM Specifické prtoilatky na stanovenie vychodiskového

stavu, na porovnaavanie s posttransplantacnymi vysledkami.

Protilatky proti niektorym baktérialnym infekciam

HSA

Streptococcus pyogenes - Napriek Uc€innej a dostupnej terapii, zostavaju streptokokoky
skupiny A vyznamnymi patogénmi s imunologickymi nasledkami. Pozitivny test ASLO je
uzito¢nym nastrojom pri diagnostike invaznej infekcii sposobenych tymto mikroorganizmom
apri potvrdeni diagnézy akuatnej reumatickej horucky (po faryngitide) alebo
postrstreptokokovej glomerulonefritidy (po faryngitide aj pyodermii). SLO je produkovany
niektorymi kmeni baktérie Streptococcus pyogenes a vyvola silnu protilatkovia odozvu pocas
faryngitidy (85% infekcii) a koznych infekcii (25%). Na diagnostiku ASLO sa pouZziva
neutralizacny test, latex aglutinécia alebo turbidimetria. Rovnako titer ASLO 200 je hrani¢nou
hodnotou pre pozitivitu u klasického neutralizaéného testu. Hrani¢nd hodnota pre ostatné
metodiky by mala byt stanovena inter a intralaboratornym porovanim v obdobi zavadzania
testu. Vysledky réznych metodik nie su porovnate'né a kazdy ztestov ma svoje kvality.
Napriek pracnosti je neutralizany test pri dodrzani laboratornych postupov S$pecificou
a citlivou metdodou merajucou neutralizacné protilatky metdédou kopirujicou ich posobenie
v l'udskom organizme a umozinujicou inter a intralaboratorne porovnatel'nost’. Anti DN —4za
test najlepSie  monitoruje  poststreptokokové nasledky po koznych infekciach
(glomerulonefritida). DN-dza je produkovand vicSinou kmenov HSA, ale protilatkova
odpoved’ sa objavuje neskdr ako u SLO apretrvava dlhSie. Protilatky proti DN aze su
hodnotnejsSie ako ASLO pri detekcii poststreptokokovej chorey minor, kvoli dobe latencie do
vyvoja klinickych priznakov. Dal§im enzymom he hyaluronidaza. Protilatky proti
hyaluroniddze su detekované po pyodermii. U pacientov so pozdnymi nasledkami
streptokokokych infekcii st pri negativhom ASLO teste indikované anti DN-azové

a antihyaluroniddzové testty. Interpretacia tychto testov by mala byt sucastou ostatnych



klinickych a laboratornych hodnoteni. Pri vysokych titroch v tychto testoch je mozné potvrdit
streptokokovu infekciu. Ak je podozrenie na glomerulonefritidu, C3 a C4 hladiny mézu byt’
diagnostické, pretoze  streptokokova  glomerulonefritida  poskytuje impulz na
aktivaciu alternativnej cesty komplementu, takaze koncentracia C3 je znizena a C4 zostava

normalna

HSB

Streptococcus agalactiae — gram pozitivna baktéria pritomna na sliznici genitalneho traktu
zien, mdéze byt priinou perinatdlnej infekcie (sepsa, meningitida). Vyznam nosiCstva,
klinickych priznakov lokalnej infekcie a pritomnost’ Specifickych protilatok u matky su
predmetom S§tadia. Nepritomnost' Specifickych protilatok u matky anovorodenca su
pravdepodobnejSie vac$im rizikom ako samotnd pritomnost HSB na sliznici genitdlneho

traktu, ¢i uz s klinickymi priznakmi matky alebo bez nich.

Legionella pneumophila

Protlatky proti vyvolavatelnovi legionarskej choroby mézu poskytntt’ akutny a retrospektivny
dokaz infekcie touto baktériou. IgM protilatky je mozné detekovat’ uz v prvom tyzdni po
nastupe klinickych priznakov pneumonie. Celkové alebo IgG protilatky su detekovatel'né v 3.
az 6. tyzdni . V niektorych oblastiach mdze byt vyskyt legionel endemicky (vyvolavatel
Pontiackej horucky) jedina pozitivna IgG vzorky u obyvatelov zendemickych oblasti je
nedostatno¢na. V tom pripade je potrebny priamy ddokaz antigénu fluorescencne zo sputa
alebo IgM pozitivita alebo porovnanie koncentracie IgG protilaitok v akutnej
a rekonvalescentnej vzorke — signifikantny vzostup titra alebo koncentracie protilatok —

nevhnutné na stanovenie akutnej infekcie.

Rickettsia species

Manipuldcia s rickétsiami je biologicky nebezpecna a naro¢na a priamy dokaz je obmedzeny
na vyskumné pracoviské v oblasti endemického vyskytu. Sérologické testy st preto vhodnou
metddou na detekciu infekcie. Weil Felixov test vyuzivajuci baktériu Proteus vulgaris na
detekciu skriZzene reagujucich protilatok sa v sti€asnosti uz pouziva len zriedkavo.V naSich
podmienkach prichddza do tuvahy diagnostika Skvrnitej horucky u prichadzajucich
z endemickych oblasti alebo potvrdenie Brill Zinserovej choroby (reaktivécia infekcie u l'udi

infikovanych v koncentra¢nych taboroch alebo vézniciach) detekciou Specifickych protilatok



proti antigénom niektorym z viacerych rickétsii Je mozné ju uskutocnit’ nepriamou

fluorescenciou, latex aglutinaciou alebo ELISA testami.

Sérologické vySetrenie pri borelidoze

Lymska borelidza (LB) je ochorenie diagnostikované v roku 1981 po nahromadeni viacerych
artritid u deti v meste Lyme v Connecticute v roku 1975 s anamnézou postipania kliestom je
spdsobend Borreliou burgdorferi. Manifestacia ochorenia odzrkadl'uje imunitné reakcie na
mikroorganizmus. V akutnom S§tddiu sa LB prejavuje charakteristickymi koznymi 1éziami
erytéma chronicum migrans (ECM). Neskor nasleduje artritida velkych kibov. Neskor sa
mozu objavit' neurologické a kardidlne priznaky, ktoré sa uz nemusia davat' do suvislosti
s infekciou. U niektorych pacientov s sclerosis multiplex boli demonStrované vysoké titre
protilatok proti B. burgdorferi neSpecifického povodu. Diagnostické kritéria LB zahtiiaja
ECM reakciu po postipani klieStom asi u 50% infikovanych. Na stanovenie diagdzy je Casto
sérologické vySetrenie nevyhnutné, pretoze kultivacné vysetrenie nie je dostupné v beznych
laboratériach. Napriek tomu je sérologickd diagnstika komplikovana. Pacienti mézu mat’
skrizene reagujuce protilatky pri nepritomnosti charakteristickych symptomov alebo
dokumentovanej expozidii borélidm. Negativny test je obvykle odzrkadlenim skuto¢nosti.
Pozitivna sérologia na borélie musi byt interpretovand opatrne. Vzostup koncentracie po
akutne sa objavenych symptémoch by mal byt diagnosticky. Avsak rychle podanie razantnej
atb terapie po kontakte s klieStom casto pred objavenim sa ostatnych priznakov, vedie
k rychlej eliminacii antgénneho stimulu v podobe mnozZiacich sa borélii a tym k vytvoreniu
len nedostatnocnej a obvykle nedetekovatelnej Specifickej imunity predstavovanej nizkymi
hladinami IgM protilatok. Takyto typ imunity nezabrani reinfekcidm. Problematicka
diagnostika a interpretacia je u chronickych pacientov s priznakmi, ktoré mozu byt pritomné
pri LB. SkriZzene reagujice protilatky proti ostatnym spirochétam moZu spdsobit’ zli
interpretaciu. Specificky test na Treponema pallidum (TPHA) mdZe byt falosne pozitivny, ale

VDRL bude negativny rovnako ako WB.

Widalova reakcia

Widalova reakcia je pdvodne test na stanovenie protilatok proti vyvolavatel'ovi brusného
tyfusu Salmonella typhi, konkrétne proti Vi (bi¢ikovému antigénu). Téato reakcia bola a stale
je vyuzivand na vyhladdvnie nosicov, vzhladom na nizku zachytnost' beznych odberov
a nepravidelné vyluovanie salmonelly v chrnickych §tddidch ochorenia alebo u nosicov.

Termin Widalova reakcia sa v sii€asnosti pouziva na stanovenie aglutina¢nych protilatok proti



d’al$im salmonelam pripadne Yersinia enterocolitica ako sucast’ objasnenia etioldgie moznych
extraintestindlnych prejavov (yersiniova artritida, salmonelovéd artritida ap). Stanovenie
Specifickych IgM, IgG a IgA protilatok proti Yersinia enterocolitica je tiez dostupné pri tejto

indikécii.

Chlamydiové infekcie

Protilatky proti chlamydidm je mozné detekovat’ u velkého poctu osob bez priznakov, ¢o
limituje vypovednt hodnotu sérologického vysetrenia. Detekcia IgM protilatok u deti sa vSak
ukazala relevantnejSou a SpecifickejSou ako stanovenia antigénu vo vzorke sputa pri
chlamydiovej pneumonitide. Stanovenie antigénu Chlamydia trachomatis a Chlamydia
pneumoniae je mozné zo zodpovedajucich vzoriek a ich odli$nie sa uskuto¢ni na ich zaklade.
Protilatky proti Chlamydia trachomatis koreluju s incidenciou gynekologického zapalu u Zien
vo fertilnom obdobi. Odlisnie infekcie Chlamydia trachomatis a pneumoniae je mozZné
Specifickymi IgM a IgG protilatkami proti obom vyvolavatel'om a lokalizacioiu infekcie. (Na
jednej strane pneumonia, na druhej strane genitidlne a extragenitdlne prejavy infekcie

Chl.trachomatis)

Helicobacter pylori

Napriek dostupnym metdédami priameho dokazu H. pylori (dychova skuska, dokaz antigénu
zo stolice — skriningové testy a ureazovy test z biopsie, mikroskopia bioptického materidlu
a analyyza metabolickych vlastnosti vzorky stanovenim uredzy) zostava sérologické
vySetrenie vel'mi vhodnou a relevantnou metodou pri spravnej interpretéacii. Jej vyhodou je
neinvaznost odberu, odstranenie rizika nozokomidlnej nakazy prostrednictvom endoskopu,
faloSnej pozitivity pri kontaminovanom endoskope, faloSnej negativity  pri pouziti
agresivnych dezinfekénych prostriedkov a nespravnej vzorke. Existencia skrizene reagujucich
protilatok u nedostatocne Specifického testu nuti k opatrnému vyberu diagnostickej supravy
ajej intralaboratérnej kontroly. Pritomnost IgA protilatok odzrkadl'uje vyskyt akttneho
ochorenia a exacerbacie. Koncentracia vSak neodzrkadl'uje klinicku aktivitu. Protilatky IgG su

perzistentné a ich dynamika nesuvisi s klinickymi prejavmi.

Mykoplazmy a ureaplazmy
Klasické wvysSetrenie chladovych aglutininov bolo v minulosti dostupnou metédou na
stanovenie sérologickej odpovede na infekciu Mycoplasma pneumoniae, hoci tento test bol

pozitivny len v 50% dokumentovanych pripadov. Testy na Specifické IgG a IgM protilatky st



v sucasnosti dostupné. V obdobi pravidelne sa opakujucich epidémii atypickych pnemonii
s typickym klinickym obrazom je dostatocnym potvrdenim etiologického agens stanovenie
IgM Specifickych protilatok. K dispozicii su aj latex aglutinaéné stpravy na skriningové
stanovenie protilatok. Ich nevyhodou je cena a potreba konfirmacie ELIS-ou, vyhodou je
pouziteI'nost’ v ambulancii za ucelom spravnej terapie (nepodanie primarne neucinnych

penicilinovych a cefalosporinovych antibiotik).

Protilatky proti niektorym virusovym ochoreniam

Stanovenie Specifickych IgG a IgM, pripadne IgA protildtok je k dispozicii vo¢i mnohym
viruovym antigénom. Najviac sa testuju protilatky proti hepatitidam, CMV, EBV, RSV, HIV,
Parvovirusu,  Chripke a  preventabilnym  virusom zddévodu  diagnostického
a epidemiologického. U niektorych menej Castych alebo klinicky menej zjavne asociovanych
virusov (enterovirusy, poliovirusy, adenovirusy, ECHO, Coxackie) sa pouzivali klasické
metody KFT, VNT a HIT. Dnes s vyhodou nahradené imunfluorescenénymi metédami.
Pripadne priamym ddkazom pomocou PCR metdd. Tieto sa vyuzivaju aj na konfirmdciu
vysledkov inych testov pripadne na identifikdciu virusového antigénu ziskaného pri izolacii

virusov na tkanivovych kultarach, kuracom embryu alebo inom Zivom modely.

Infekcia virusom Epsteina Barrovej

Infekcia EBV - je primarnou pri¢inou infekénej mononukledzy. Savisi tieZ s Burkittovym
lymfomom a nasofaryngealnym karcindmom a syndromom chronickej tnavy. Virus je
vSeobecne rozsireny a viacsSina l'udi sa premori v obdobi dospievania. IM ma vyznamny vrchol
vyskytu umladych T'udi v puberty (choroba zbozkavania). IM je virusova tonzsilitida
s postihnutim pe€ene a typickym nalezom Specificky zmenenych monocytov v krvi.
VySetrenie CRP jednoznac¢ne vylac¢i bakteridlny povod infekcie. Tonzilitida, aktivita
hepatalnych enzymov, negativne CRP akrvny obraz su dostatoénymi diagnostickymi
kritériami pre stanovenie akutnej IM. Podanie niektorych skupin antibiotik (ampicilin) moze
mat’ za nasledok vyskyt hypersenzitivnej reakcie na kozi (exantém), ktory nie je prejavom
alergie na tento liek VicSina dospelej populacie ma Specifické protilatky proti EBV v triede
IgG poztiivne, preto je ako skriningové vySetrenie IM dostacujici test na heterofilné
protilatky. Kombinacia Paull Bunnel, OCH a IM test odhali va¢sinu infekcii bez ohl'adu na
Stadium. Klasické aglutinaéné testy heterofilnych protilatok su SpecifickejSie ako latex
aglutinacné komerc¢ne dostupné testy na skrining, vzhladom na nepritomnost” absorpcného

kroku, ktory minimalizuje reakciu Forsmannovych protilatok, ktoré mozu byt pric¢inou falSne



pozitivnych reakcii. Sérologickd odpoved’ na infekciu EBV je charakterizovana prinajmenSom
tvorbou 6 v sucasnom obdobi detekovatelnych typov protilatok. EBV VCA IgG a IgM, EBV
- EA IgG aIgM a EBV EBNA IgG a IgM. Urcenim ich dynamiky je mozné pomerne presne
stanovit’ Stadium a prognozu infekcie EBV. EBNA IgM je citlivejSie ako vySetrenie
heterofilnych protilatok pre akutnu infekciu IM. EBNA IgG nie je pritomné v akitnom Stadiu
infekcie a je detekovateI'ny po dobu niekol’ko tyzdinov az mesiacov po infekcii a perzistuju po
cely zivot. Detekcia IgM EBNA je diagnostickd pre reinfekciu u zdravych jedincov.
Imunosuprimovani pacienti si ¢asto nevytvaraju protilatky proti EBNA (Epstein Barrovej
nuklearny antigén). Dal$im antigénom je virusovy kapsularny antigén (VCA). Protilatky typu
VCA IgM mé vysoku vypovednu hodnotu pre stanovenie primoinfekcie predovSetkym
u malych deti a pre stanovenie atypického priebehu ochorenia u dospelych. Niektoré prejavy
primoinfekcie CMV mo6zu byt podobné s priznakmi primoinfekcie EBV . Pri negativnom
vysledku EBV IgM je potrebné vySetrit’ aj CMV IgM. V pripade pacientov s IM s negativnym
nalezom EBV VCA IgM, CMV IgM , alebo u pacientov s malignitou navodenou EBV
infekciou alebo pri stanoveni reaktivacie EBV infekcie u imonokompromitovanych pacientov
je mozné pouzit' sérologické vysetrenie na stanvenie protilatok proti EA EBV (early antigén,

skory antigén), ¢i uz restrikéného alebo diftizneho.

HIV

Sérologické vySetrenie protilatok proti HIV 1,2,0 sa vyuziva vramci skriningového
prenatalneho a predoperaéného vysetrenia. Diagnostické stanovenie méa svoje obmedzenie
vramci dynamiky tvorby protilatok a vyskytu antigénu v sére pacienta v priebehu ochorenia.
Samostatné¢ vySetrenia protilaitok ma obmedzent vypovedni hodnotu, kedZe doba
sérokonverzie od infikovania moze trvat' aj 3 mesiace, u novorodencov HIV pozitivnych
matiek aj 6 — 18 meisacov. Nepritomnost’ protilatok u infikovaného priamo koreluje
s vyskytom HIV virusu v sére, a preto negativny vysledok je pri infekii mozny v ¢ase virémie
na zacCiatku ochorenia, pripadne v obdobi rozvinutych priznakov AIDS. V tejto stvislosti je
opodstatnené zavadzanie tzv. combo testov — sucastné stanovenie anti HIV protilatok a HIV
virusového antigénu minimilne u rizikovych skupin. Vzhl'adom na zavaznost diagnézy je
u nas upravené konecné stanovenie pozitivity anti HIV na potvrdenie z NRC. Potom ¢o bola
vzorka opakovane testovana v lokalnom laboratoériu ako reaktivna, je vyziadana nova vzorka.
Ak aj tato je reaktivna, zasielaji sa obe do NRC na konfirmacény test a v pripade potreby sa

vySetruje aj nova vzorka plnej krvi na stanovenie virémie.



Protilatky proti mikroorganizmom spajanym s nadorovymi ochoreniami

Stanovenie protilatok proti HTLV v suvislosti s transfuziou prenesenym virusom T cell
leukémie a lymfomu sa zacalo pouzivat’. Stanovenie sérologickej odpovede a jej interpretacia
proti d’alsim moznym vyvolavatelom nadorovych ochoreni (EBV) bolo diskutované vyssie.
Stanovenie protilatok proti HPV v suvislosti s ockovanim proti tomuto vyvolavatel'ovi Ca
krc¢ka maternice je v sucasnosti sucast'ou diskusie. Testovanie HPV DNA zachytdva stcasné
infekcie a mozno Cast’ latentnych., negativny vysledok nehovori ni¢ o kvalite odoberu vzorky
ani o doCasnej ¢i intermitentnej pritomnosti virusu v bunkach krcku. Nie je jasné, ¢i
pritomnost’ virusu spusti kancerogenézu alebo je potrebnd jeho dlhodoba pritomnost’ vo
vSetkych S§tadiach vyvoja infekcie. V prvom pripade by poziadavka na vytvorenie
tyovospecifického a citlivého testu na detekciu protilatok bola rovnako dblezita ako testovanie
DNA HPV Potom ako sa testovala pripravovanad vakcina a zistila sa existencia vhodnych
epitopov L1 al2 je mozné ocakdvat SirSie zavedenie sérologickych testov na detekciu
protilatok. Interpreticia ich nalezov v suvislosti s odliSenim postvakcinacnych
a postinfekénych protilatok, rovnako ako s ich hodnotou diagnostickou a protektivnou je
otazkou vyhodnotenia v sii¢asnosti prebiehajucich stadii. Zda sa ze vyvoj typovo Specifickych
protilitok mdze byt detekovany u vicSiny Zien pocas 12 — 15 mesiacov po infekcii HPV.
Vztah medzi vyvojom protildtok aprogndézou infekcie nie je jasny. Markery
postvakcinaéného testovania imunity, pripadne sérologické markery identifikujice Zeny

rizikové na vznik invézie v oblasti krcka maternice je potrebné identifikovat’.

6. 6. 3 Detekcia voP’nych antigénov vo vzt’ahu k aktivite ochorenia

V priebehu infekcie sa v sére a v zavislosti na vel'kosti molekuly pripadne inych vlastnostiach
aj v inych tekutinach alebo materidloch nachadzajii voI'né antigény. Ich detekcia je dolezitym
diagnostickym krokom pre priamy dokaz vyvolavatela infekcie. Dokaz antigénu je moZné
uskutocnit’ na zaklade rovnakého principu ako ddokaz protilatok, v podstate sérologickou
reakciou antigénu (neznameho) s protilatkou. Pritomnost’ rozpustnych antigénov v sére

koreluje s aktivitou ochorenia.

Bakteridlne antigény (kapsularne polysacharidy, sti¢asti bunkovej steny) je mozné detekovat’
roznymi metdodami — dvojita diftzia, protismerna elektroforéza, aglutinacia, ELISA,
precipitacia. Telesné tekutiny — sérum, CSM, moc¢ sa beZne pouzZivaju na ich stanovenie.
ZvIast mo¢ sa s vyhodou pouziva, pretoze jeho odber je neinvdzny, moc¢ je v obli¢kach

koncentrovany a preto aj mnozstvo antigénu je vysSie. Vyhodou detekcie antigénu je, Ze sa



vizualizuje pritomnost’ aj usmrtenych alebo zivota neschopnych baktérii. Predchadzajica
liecba antibiotikami inhibujuca rast mikroorganizmov pri kultivacii neovplyvni vysledok tejto
rychlej metddy detekcie antigénu, ale moéze skor urychlit’ podanie vhodnej liecby. Nie je
mozné je vSak pouzit na hodnotenie terapie, pretoze antigény su schopné perzistovat

dlhodobo aj pri vhodnej terapii.

Neonatalne infekcie

Pokial’ nedoslo ku kongenitalnej infekcii prostredie in utero je sterilné. Novorodenci a zv1ast
pred¢asne narodené deti si nachylné na vyvoj infekcie pokial’ sa nevyvinie ich dostato¢na
imunita. Su chranené materskou imunitou, ktord ma kriticky vyznam pre obranyschopnost’
novorodenca. Novorodenci si zvIast vystaveni riziku infekcie Str. agalactiae (HSB)
v priebehu prvych 2 mesiacov Zivota. Detekcia antigénu v moci, CSM a inych tekutinach
moze byt rychlym spésobom stanovenia diagnézy. V rdmci diferencidlnej diagnostiky je
mozné uvazovat’ o Listeria monocytogenes, E. coli. Novorodenec nema prakticky moznost’
obrany pred infekciou, pokial mu neboli transpacentarne prenesené protilaitky od matky.
Preto pritomnost’ protilatok u matky je méa vypovednejSiu hodnotu ako nosi¢stvo alebo
tranzientna pritomnost’ mikroorganizmov na sliznici. Virusové infekcie sa mozu vyskytnat
pri expozicii v priebehu porodu u asymptomatickych zien s infekciou HSV, CMV. Ak je
znama alebo diagnostikovana infekcia HSV na sliznici genitalneho traktu u Zeny pred
porodom je riziko novorodeneckej herpetickej infekcie vel’ko. Aj via¢Sina CMV cervikalnych
infekcii je asymptomaticka, a preto existuje poZiadavka na rychle latexové diagnostické testy
pre skriningové vySetrenie. Matka moZu tieZ preniest’ virus prostrednictvom mlieka alebo
kolostra, preto primoinfekcia herpetickymi virusmi u doj¢iacej matky, pripadne virémia HIV,

CMV, HSV, VZV by mohla byt’ indikaciou k preruSeniu dojcenia.

Bakterialne meningitidy detského veku

Deti vo veku 3 mesiacov az 2 rokov Zivota su zvlast nachylné na invaznu infekciu
mikroorganizmami s polysacharidovymi antigénmi, predovSetkym N. meningitidis,
Str.pneumoniae, Haemophilus influenzae typ b. Rychla diagnostika latexovou aglutiniciou
umoziiuje vcasnu identifikdciu bakteridleho agens, Specificki terapiu a potvrdenie
vyvolavatela aj pri negativnom kultivatnom vysledku napriklad z dovodu zlého transportu
auchovania vzorky po odbere (ulozenie do chladnicky), alebo predliecCenia antibiotikami
v predchadzajiicich diioch. Uspesnost’ latexovej aglutinicie rovnako ako svetelnej

mikroskopie pri bakteridlnej meningitide si je ovplyvnena stupiiom rozvoja infekcie. Obidve



davaju jednoznacny vysledok az pri zjavnych a dobre vyvinutych klinickych priznakoch.
Predcasny odber je negativny. Napriek vyrazne zlepSenej diagnostike je stale bakteriologicky
negativnych 30% meningitid, urenych na  zdklade kritéria WHO ako iste alebo

pravdepodobne bakterialnych

Latexova aglutinacia
— dodkaz volnych
antigénov z CSF

Diagnostika infekcie Str. pyogenes u deti

Rychla diagnostika Str.pypgenes — HSA — vyvolavatel'a bakteridlnych tonsilitid je rychlou
a vhodnou metdédou umoziujucou jednoznacnii kauzdlnu liecbu indikovani z dévodu
moznych poststreptokokovych nasledkov a 100% citlivostou HSA na PNC. Antigén musi byt
uvolneny z baktérie a zapalovych buniek antiinfekénej imunity v miest zapalu. “Antigén sa
potom detekuje enzymovou imunoanlyzou (EIA) alebo aglutiniciou. Specificita testu
prevySuje senzitivitu a negativne vysledky v ambulancii testovanej vzorky je potrebné

potvrdit’ kultivaciou odobratou pred terapiou.

Rychla diagnostika na stanovenie virusovych antigénov moéze mat velké terapeutické
pouzitie. V su€asnosti st k dispozicii imunofluorescencné alebo latex aglutinacné, vynimocne
ELISA alebo EIA metdédy na diagnostiku antigénu v biologickej vzorke (rotavirusy
a adenovirusy v stolici, HSV a VZV zeflorescencii na oddeleni imunosuprimovanych
pacientov, CMV z biopsie alebo BAL, HbsAg v sére. Stanovenie antigénurie napriklad pri
legionelovej pneumodnii moéze byt diagnostické v suvislosti so zodpovedajucim klinickym
obrazom. Tento spdsob detekcie antigénu nie je vhodny na monitorovanie ochorenia
a prognézy pacienta, pretoze antigénuria modze perzistovat aj niekol’ko mesiacov po

zlikvidovani infekéného procesu.



7. ZAVER

Skriptd v teoretickej Casti rozpracovavaji predmet Stadia odboru mikrobiologia. Su
definované zakladné pojmy, ako je mikrobiologia, klinickd, laboratorna a lekarska
mikrobiologia. Prezentuje sa uloha mikrobioléga v oblasti diagnostiky v ramci liecebnej
a preventivnej ¢innosti. Tu vykonéavaju oddelenia klinickej mikrobioldgie, ktoré s spravidla
zaClenené do systému poskytovania zdravotnej starostlivosti. Vedecky vyskum sa v naSich
podmienkach realizuje predovsetkym na urovni vedeckych institacii, ale aj na akademicke;j
pode. Vedecka praca v mikrobioldgii je tak sucast’ou pedagogickej ¢innosti. Charakterizujeme
sa vyznam a moznosti odboru pre vyskum a diagnostiku v inych medicinskych odboroch
v rdmci spoluprdce a vytvarani laboratornej zékladne surveillance. Informujeme o postaveni
mikrobiologie (laboratornej aj klinickej) v suCasnom systéme poskytovania zdravotnej
starostlivosti.

Lekarska mikrobioldgia opierajuca sa o laboratdrnu ¢innost” oddelenia klinickej mikrobiologie
a vedecky potencial fakultného pracoviska je odborom so Sirokym zéberom v oblasti vedy,
diagnostiky, surveillance a spoluprace. Této charakteristika robi z odboru mikrobiologie jeden
z najzaujimavejSich odborov mediciny s moZznostami uplatnenia sa na poli vedy, rutinnej
diagnostiky a interdisciplinarnej spoluprace v oblasti klinickej mediciny aj verejného zdravia.

* V oblasti vedeckej Cinnosti treba dlhodobo a kontinudlne udrzat' vysoku uroven
odbornych vedomosti a materialno-technického zabezpec€enia laboratornych pracovisk v
zhode s podmienkami spravnej laboratornej praxe a akreditécie.

* MoZnosti financovania vedeckych ¢innosti, ktorych vysledkom su kvalitné publikacie,
su obmedzené v podmienkach Skolstva a zdravotnictva a grantové zdroje su nepravidelné.
Viaczdrojové financovanie laboratérnych vyskumnych c¢innosti $pickovych pracovisk by
mohlo byt jednym zrieSeni, ato v spolupraci s fakultnymi nemocnicami, poistovilami a
ziskovymi sukromnymi laboratériami ¢i vyrobnymi spolonost'ami z oblasti diagnostik.

« Cinnost’ klinického mikrobioléga pri identifikovani diagnostickych postupov na riesenie
novych ochoreni, ako aj aktivna konzultatni ¢innost' podloZena spracovanim a analyzou
informacénych zdrojov o etiologickych agensoch podla poziadaviek klinického pracovnika su
najdolezitejSim prinosom mikrobioldgie v procese liecby pacienta. Tuto c¢innost treba
etablovat’ a koncepcne vy€lenit’ v rdmci odboru s ur€enim odbornych kritérii pre ¢innost’ tak,
aby klinick4 mikrobiologia nebola len laboratérnym pracoviskom.

* Dlhodobo st mikrobiologické pracoviskd zdrojom informécii vo forme vysledkov

vySetreni. Moznosti ich vyuzitia pre surveillance a spoluprdcu su vel'ké. Potrebné je vSak



zodpovedajuce technické vybavenie, Casovy priestor a stanoveny algoritmus zverejiiovania
prehl'adov, a to dlhodobo a Siroko porovnatelnym a pouzitelnym spdsobom.

* Vytvdranie podmienok (vratane vyucbovych zdkladni, konzulta¢nych pracovisk,
telefonnych liniek, online pristupov a Studijnych portalov) na osvojenie odbornych vedomosti,
udrziavanie medzinarodnych a domacich kontaktov, uvolnenie klinického mikrobioldéga na
konzultaéné Cinnosti je krokom k ziskaniu spolupracovnikov, potencidlnych spoluautorov,
rieSeniu novych uloh, zaujimavych problémov a ziskaniu podnetov na zlepSovanie sa

prostrednictvom prace.

Automatizacia sérolégie infekénych ochoreni je skuto¢nostou. Techniky na detekciu
Specifickych antigénov a protilatok su k dispozicii takmer okamzite po identifikdcii nového
mikroorganizmu a stdle prebieha proces identifikdcie novych postupov vyuzivajicich
SpecifickejSie antigény, detailnejSie epitopy a protilatky proti nim. ProblematickejSie je
z pohladu novych postupov definovanie ,,zlatého $tandardu®. Standardy, ktoré boli roky
pouzivané, si dnes nahradzované novymi laboratornymi postupmi spolu so zavedenim
novych diagnostickych kritérii, ktoré s stale sofistikovanejSie. Nové metddy enzymovej
analyzy alebo amplifikacné techniky detekcie nukleovej kyseliny a pouzitie monoklondlnych
protilatok maji potencial byt dostupné a vyuzivatené v rutinnej praxi. Nie je problém
detekovat’ rozne typy antigénov, protilatok, dynamiku ich tvorby. Ddlezité je stanovit kritéria
pre indikaciu vySetreni a interpretacné kritéria. Stanovenie baktérie Clostridium difficile bude
pri pouZiti metddy PCR pozitivne asi u kazdého ¢loveka. Quod bono? Rovnako potrebné je
splnenie podmienok Standardizacie a kvality laboratorii ako zdékladnej podmienky
interlaboratornej porovnatel'nosti vysledkov testov. Sucasna kauzélna identifikéacia infekénych
ochoreni je zalozend na vizualizécii, kultivacii, detekcii antigénov, nukleovej kyseliny alebo
metabolizmu a biochemickych vlastnosti vyvolavajiceho mikroorganizmu, alebo na detekcii
zodpovedajucich tried Specifickych protilatok, dynamike tvorby celkovych protilatok proti
samotnému vyvolavatelovi alebo proti niektorej zjeho Strukturdlnych ¢i1 metabolickych
stcCasti. VSetky testy, ktoré su k dispozicii by mali mat’ nielen potvrdenie zodpovedajucich
autorit pokial’ ide o ich pouzitie. Mali by existovat’ pravidla pre pouzitie ur€itych metod vo
vztahu ku klinickej korelacii a diagnostickej hodnote testu. Kazdé laboratérium by si malo
stanovit’ kvalitu typu testu aj testovacej supravy. Nemalo by stacit spolahnut sa na
vyjadrenie vyrobcu. Zachovanie dobrého mena laboratdrii nie je mozné len zvySovanim
kvantity vySetrenych sér alebo zavedenych novych vySetrovanych parametrov. Kvalitu je

mozné zachovat’ len existenciou profesionalnej ctiziadosti vzdelanych, skusenych a oddanych



pracovnikov, ktorym je umoznené odborne rast. V obdobi, ked’ ,,cost — effectivness* a ,,cost
— benefit“ su terminy skloniované na kazdej rovni organizicie zdravotnictva, sa stava
kvalifikovany mikrobioldég a imunolég nedostatkovou Specializaciou. Snadd’ sa nestane aj
neziadanou. Urobme z automatov dobrych sluhov a nie zlych panov. Bolo by ucelné a pre
lekara 1 pacienta prospesné, keby aj vramci SVLZ zostal zachovany duch klinickych
laboratorii — laboratorii pre kliniku, kde je mozné ziskat kompletni sluzbu s navrhnutim
relevantného vySetrenia, s vyberom  najvhodnejSieho testovacieho postupu,
s reprodukovatelnym, presnym a spravnym vysledkom, s interpretaciou, ktora je o najviac
jednoznacna. U jednotlivych infekénych ochoreni existuje cela skala vySetrovacich postupov,
parametrov a metodik, ktorych vyber je presne indikovany podla vyvolavatela ochorenia,
Stadia nemoci, skusenosti indikujiceho lekara, moznosti laboratdria, vypovednej hodnoty. Nie
je mozné pouzit vzdy len jednu metodiku alebo jeden princip na vySetrenie mnohych
parametrov. Turbidimetria je presnd a vyborna metodika, ale na stanovenie ASLO nie je
najvhodnejsia. Rovnako cytometrické analyzatory su velkou pomocou pri stanoveni
signifikantnej bakteriurie tym, ze potvrdia alebo vyvratia pritomnost’ infekcie. Nikdy ale
nemoOZu nahradit’ pozadované vySetrenie na kultivaciu mocu, a to ani v pripade negativneho
vysledku. Tak ako nie je mozné zbavit’ klinickl medicinu individuélneho pristupu a 'udskosti,

nie je mozZné prenechat’ laboratornu medicinu len automatom a analyzatorom.
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9. ZOZNAM SKRATIEK

ADCC - antibody dependent cell cytotoxicity (na protilatkach zavisla bunkova cytotoxicita)
AHGG - agregovany l'udsky gama globulin

AIDS — acquired immunodeficiency syndrome

AKAS — akademicka kniznica a audiovizudlne stredisko

ASLO — antistreptolyzin O

ATB — antibiotika

BAL — bronchoalbeolatna lavaz

BWR - Bordette Wassermanova reakcia

CD — cluster of differentiation

CDC — Center for Disease Control (centrum pre kontrolu chordb)
CFU - colony forming unite (koldniu tvoriaca jednotka)

CIE — contreimunoelectrophoresis (protismerna imunolelektrofor6za)
CMV - cytomegalovirus

CNS — centélny nervovy systém

CRP — C reaktivny protein

CSM - cerebrospinalny mok

DC — dychacie cesty

DIC — diseminovana intravaskularna koagulopatia

dl - deciliter

DM - diabetes mellitus

DNA - deoxyribonucleic acid (kyselina deoxyribonukleova)
DTP — diftéria, tetanus, pertussis

EA - early antigen

EBNA - Epstein Barr nuclear antigen

EBYV — virus Epsteina Barrove;j

EIA — enzymovéa imoanalyza

ELISPOT — enzyme linked immuno spot

EPIS — epidemicky informaény systém

ESCMID — European Society for Clinical Microbiology and Infectious Diseases (europska
spolo¢nost’ pre klinickt mikrobioldgiu a infekéné choroby)

EU — Europska unia

GLP — good laboratory practice (spravna laboratdrna prax)



HBc — ¢ antigén virusu hepatitidy B

HBe — e antigén virusu hepatitidy B

HBs — s antigén virusu hepatitidy B

HBsAg — s antigén virusu hepatitidy B

HIT — hemaglutina¢ne inhibi¢ny test

HIV — human immunodeficiency virus

HPV — human papillomavirus (I'udsky papilomavirus)

HSA — hemolyticky streptokok zo skupiny A

HSB — hemlyticky streptokok zo skupiny B

HTLV — Human T lymphocyte virus

IEQASM - International External Quality Assessment Scheme for Microbiology
(medzinarodna schema externej kontroly kvality pre mikrobioldgiu)
IDA — immunodot analysis

IEM — immunoelektronova mikroskopia

IFA — imunoflurescen¢na analyza

IgA — imunoglobulin A

IgE — imunoglobulin E

IgG — imunoglobulin G

[gM — imunoglobulin M

IL - interleukin

IM - infek¢né mononukle6za

[U/l — medzinaronda jednotka v jednom litri

JLF UK — Jesseniova lekarska fakulta Univerzity Komenského
KFR — komplement fixa¢na reakcia

LIS — laboratérny informacny systém

Mab — monoklonalne protilatky

MD — medical doctor (doktor mediciny)

mg — miligram

MHC — major histocompatibility complex (hlavny histokompatibilny komplex)
MIC — minimal inhibition concentration (minimdalna inhibi¢na koncentracia)
ml — mililiter

mm’ - milimeter kubicky

MZ SR — ministerstvo zdravotnictva Slovenskej republiky

NRC - narodné referenéné centrum



OCH - ex cell hemolysis test

OKM - oddelenie klinickej mikrobiologie

PBP — penicilin binding protein (penicilin viazici protein)
PCR — polymerase chain reaction (polymerazova retazova reakcia)
resp. — respektive

RIA — radioimunoanalyza

RNA - ribonucleic acid (kyselilna ribonukleova)

RR - relativne riziko

RRR - rapid reagent reaction

RSV — respiracny syncicidlny virus

SLO — stroptolyzin O

SR — Slovenska republika

SVLZ — spolo¢né vySetrovacie a laboratorne zlozky
TPHA - treponema pallidum hemagglutination

TNF — tumor necrosis factor

UK — Univerzita Komenského

UMI JLF UK - Ustav mikrobioldgie a imunolégie Jesseniovej lekérskej fakulty Univerzity
Komenského

UVZ — tirad verejného zdravotnictva

VCA viral capsid antigen

VDRL - veneral disease research laboratory

VHA — virus hepatitidy A

VHB — virus hepatitidy B

VHC — virus hepatitidy C

VNT — virus neutralizacny test

VZV — varicella zoster virus

WHO — World Health Organisation (svetova zdravotnicka organizacia)



