Metoda: Sklickova aglutinace u salmonel

Kristen Vopalkova, ZL2

Skolitel: Mgr. Monika Kohoutova
Ustav mikrobiologie FN Plzeri
Princip metody a jeji tskali:

Sklickova aglutinace je sérotypizacni metoda, kterd ndm pomaha stanovit konkrétni antigenni
sloZeni stény neznamého mikroba a tim ho podle schémat druhové ¢i kmenové urcit. Sérotypizace je
nedilnou soucasti charakteristiky salmonel. Je zaloZena na reakci kmene s antiséry a vyhodnoceni dle
Kauffmann-White-Le Minor schématu. Vzhledem k tomu, Ze rod Salmonella zahrnuje 2579 sérotypd,
muze byt nékdy jejich typizace obtizna. Pokud je sérotypizovano velké mnozstvi kmend, pak je tato
metoda pomérné zdlouhava a mizZe byt nevyhodou pro subjektivni hodnoceni vysledku reakce.

Kazdy sérotyp Salmonelly ma jedinecnou kombinaci O (polysacharidové télové) a H
(proteinové bicikové) antigennich determinantd. Diagnosticka laborator tyto antigenni znaky urcuje u
kazdého zachyceného kmene salmonely. Pfi konfirmaci salmonel vyuZivaji béZné laboratore obvykle
pouze polyvalentni antiséra, diky velkému mnoZstvi sérotypll salmonel jen pro béiné se vyskytujici
sérotypy. Pokud se nepodafi kmen aglutinovat témito zakladnimi séry, kmen se zasila k uréeni do
Narodni referencni laboratorfe. Nékteré komercni latex-aglutinaéni soupravy umoznuji nejen
screening, ale i presumptivni identifikaci suspektnich izolatd.

Uplatnéni metody (zmény pfi patologickych stavech):

AglutinacCni testy se radi do skupin sérologickych metod, které maji nejvétsi vyuZiti pfi
sérologické konfirmaci bakterii. Aglutinace je in vitro reakce antigenu se specifickou protilatkou, ktera
se makroskopicky projevuje viditelnym shlukovanim. Reakce je obvykle velmi rychld, vykazuje vysokou
afinitu. Takto vznikly aglutinat se nerozpada.

Jiz fadu let se aglutinacni testy vyuzivaji v klinické diagnostice infekci ¢i pfi sérologické
klasifikaci bakterii a to pfedevsim pfi sérotypizaci kment Salmonella. Pomoci MALDI-TOF, fungujici na
bazi hmotnostni spektrometrie slaserovou desorpci a ionizaci za Ucasti matrice s priletovym
analyzatorem se urci Salmonella pouze rodové, kmenoveé ji nelze dourcit.

Aglitinacni testy se také pouZivaji k urceni povrchovych antigen( vétsiny lékafsky dlleZitych
bakterii, které dosahuji diagnosticky vyznamného polymorfismu (streptokoky, stafylokoky, hemofily a
mnoho dalsich). V potravinarské mikrobiologii je ddraz kladen predevsim na rychlou konfirmaci
suspektnich izolatl.

Potiebné pristrojové vybaveni:

Metoda se provadi pomoci specifickych, komeréné vyrdbénych, zvifecich sér na
mikroskopickych podlozZnich sklickach. Séra jsou ziskdvana z krve kralik(i imonizovanych prislusnymi
antigeny. BéZné zvoli smésné sérum s protilatkami proti determinantdm na nejcastéji se vyskytujici
sérotypy v daném misté ¢i oblasti.

PFi vzniku pozitivniho vysledku, kdy je shoda sérotypu kmene s pfislusSnym sérem, se projevi
vznikem aglutinatu. K této metodé je potfeba podlozni sklicko, na které kapneme kapku protilatek
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proti O antigenu a na druhé sklicko protildtky proti H antigenu. V kapce rozmichame pomoci
bakteriologické klicky ¢istou kolonii mikroba sebranou z pevné kultiva¢ni pldy, az vznikne homogenni
suspenze. Poté se kyvavym pohybem snaZzime vyvolat aglutinaci, kterou odecitdme proti tmavému
pozadi, aby aglutinace byla dobfe odliSend. Aglutinace se musi objevit do jedné minuty. Pokud se
bakterialni bunky seskupuji do vice ¢i méné oddélenych shlukl, tim se kompletuje znamy antigen
mikroba se zndmou protilatkou, toto je povaZovano za pozitivni prikaz.

Podminky odbéru a transportu materialu:

U této metody se nejCastéji odebird vzorek z rekta, ale naptiklad u salmonel ji Ize
diagnostikovat také z moci, hnisu nebo krve. Odbér z rekta se provadi odbérovym tamponem, ktery se
zasune cca 5 cm do rekta. Poté se odbérovy tampon vloZi do transportni pady. Transportni pady
simuluji pfirozené prostredi bakterii. Vzorky stolice se musi do laboratofe dopravit a zpracovat co
nejdrive. Mnohé dulezité patogeny (shigelly) nemusi takto prezit zmény pH, k nimz dochazi u vzorku
stolice, pokud nejsou ihned dopraveny do laboratore, a to dokonce i pti zmrazeni. Po dopravé do
laboratore se vzorek inokuluje na kultivaéni pady.
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