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‘@ Dil devaty:

‘ Pachatelé stoceni do spiraly



Prehled témat

Mikrobiologicka charakteristika a dg. spirochet




Klinicka
charakteristika
spiralnich
bakterii



Pribéh prvni

e Ruzence Flekové naskakaly po téle ruzové skvrny.
Vzpomnéla si, ze by to mohla byt... No ano, to by
odpovidalo, pred nékolika tydny byla na tabore a
nekolikrat béhem tabora méla kliste.

e Obvodni lekar ji poslal na détskou infekcni
kliniku, kde zkusena infekcionistka potvrdila, ze
opravdu s nejvetsi pravdepodobnosti jde o to, co
si myslela Ruzenka. Pro jistotu jesté odebrala
sérum na prukaz protilatek...



www.med.sc.edu

www.borrelia.de |



Erythema migrans

e Toto je obrazek erythema migrans studenta M. M., ktery
laskave souhlasil s vyuzitim ve vyuce




http://www.pasteur.fr

Vinikem byla

Borrelia afzelii, jedna z borrelii, vyvolavajicich Lymeskou
nemoc a patricich do druhu Borrelia burgdorferi sensu lato
(=, v Sirsim slova smyslu®)

Tento druh ,v SirSim slova smyslu“ se rozpada na radu
genomospecies. Nejvyznamnejsi jsou B. garinii, B. afzelii a
B. burgdorferi sensu stricto

Zatimco v USA se vyskytuje zejména treti z onéch borrelii a
typické jsou kloubni priznaky, v Evropé jsou castejsi prvni
dvé borrelie a typicka je neuroborrelioza

Kromeé lymeské nemoci vyvolavaji borrelie (jiné druhy)
navratnou horecku (B. duttoni, B. recurrentis)



Borrelia burgdorferi




http://www.presse.uni-wuppertal.de

Lymeska nemoc —
Z00NnO0za,
prenasena klistaty

www.med.sc.edu
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http://medinfo.ufl.edu




Pribeh druhy (vymysleny, ale zaklad
vychazi ze skutecného pribéhu)

e Kdyz Lou zjistila, ze ,pernik” opravdu potrebuje, a
cim dal vic, nebylo pro ni daleko k rozhodnuti
vydélavat si vlastnim télem. Konec koncu, sex
mela vzdycky rada.

e Kdyz si zakaznik priplatil, vyspala se s nim i bez
kondomu, brala prece antikoncepci a samotné ji
to vic vyhovovalo...

e Pak se ale zamilovala a rozhodla se mit dite.
Vysadila antikoncepci a byla celd stastna, Helmut
bude urcité ten pravy otec...



Pribéh druhy — pokracovani

e Atak tedy Lou byla tehotna. Zaroven si ale nasla
viedy na genitaliich a gynekolozka ji odebrala krev
na serologickeé vysetreni. To vyslo pozitivni. Lou
odmitla interrupci ze zdravotnich divodu, jednak se
na vse prislo dost pozdé, jednak touha po ditéti byla
silnéjsi.

e Lou byla |écena, bohuzel nevhodné zvolenym
antibiotikem. Dité se narodilo nemocné a po dvou
tydnech zemrelo na sekundarni klebsielovou sepsi



WWW.primer.ru

Vinikem zde bylo

Treponema pallidum ssp. pallidum, puvodce syfilis (lues,
prijice)

Syfilis je klasicka pohlavni nemoc. Prenasi se vyhradné
sexualné. Jde ovsem o systémové onemocnéni —

v pokrocilych stadiich postihuje celé télo postizeného
cloveka (gummata, disekce aorty, neurolues, psychickeé
priznaky)

Nekteré poddruhy T. pallidum a néktera jina treponemata
zpusobuji jing, jinak prenasené choroby (framboesie —
yaws, T. pertenue)

Néktera treponemata zpusobuji oralni infekce (T. denticola
— vztah k parodontitidé), nebo jsou i nepatogenni

¥



Gramaticka poznamka

e Treponema je slovo reckého puvodu. V rectiné je
stfredniho rodu a lezi vedle slov jako je aroma,
magma, sperma, smegma, miasma.

e Ovsem soucasnost slovo Treponema (ale i treba
slovo plasma) rozkolisala, a proto se Casto pouziva i
zensky rod (ta Treponema)

— Slovencina urobila vSetkym historickym reminiscenciam
dbérazny koniec, a preto vsetky tieto slova su v slovencine

zenského rodu.



Treponema
pallidum




www.geocities.com

Chancre

PRIMARY (inale or female genitalha)

Syslemic
dissemination

"

SECONDARY

Lymphadenopathy
Rash: palms, soles

Latency 1=30 yr _
Faralytic dementia

! Aorlic aneurysm
TERTIARY Aortic insufficiency
Tabes dorsalis
Gummas (widespread)




primarni syfilis
(,Sankr”)

uhavax.hartford.edu (2x)

Prabeh syfilis

sekundarni
syfilis
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The organisms spread to
various organs causing
lesions or gummas

www.common-place.org www.nlm.nih.gov FADAM.



Syfilis
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Yaws (framboesie)




Ledvina postizena
prislusnou chorobou

Pribéh treti
Pan Krysarik byl pracovnikem firmy KVAK
(Kocourkovské vodovody a kanalizace, a. s.)

Jeho dennim chlebem byla udrzba kanalu. Nebylo

<kanalu, ktery by neznal. Znal i zvyky potkanu, mél

je docela rad a rozumeél si s nimi.

Pfesto jednou doslo mezi nim a vudcem tlupy
potkanu k jakémusi nedorozumeéni a pan Krysarik
byl kousnut do lytka

Netrvalo dlouho, a pan Krysarik lezel se zloutenkou
a krvacivymi stavy v nemocnici...




Tohle sice neni pan Krysarik, ale jeden
jeho venezuelsky kolega s podobnym
osudem

http://www.ceniap.gov.ve



Vinikem je...

Leptospira interrogans ser. Icterohemorrhagiae

Drive se jednotlivé serovary leptospir povazovaly za
samostatné druhy, nyni se vSechny patogenni povazuji za
soucast druhu Leptospira interrogans (druhy druh
Leptospira biflexa je nepatogenni)

Priznaky mohou byt rizné, od ,,chripkotyfovych” priznakut
serovaru Grippotyphosa (blatacka horecka) az po Zloutenku
a krvacivé stavy (Weilova choroba, jako u pana Krysarika)
serovaru Ictero-hemorragiae. (Tyhle dva serovary se daji
celkem logicky zapamatovat, tak kdyz ne jiné, tak si hledte
zapamatovat aspon je ©)
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Mikrobiologicka
charakteristika a
diagnhostika
spirochet



www.wadsworth.org

Spirochety

e Borrelie (ale také treponemata a leptospiry) jo
spirochety, tedy spiralni bakterie.

e Jejich bunécna sténa je blizka gramnegativni, ale
podle Grama se nebarvi uz proto, ze jsou hrozné
tenoucké. Mikroskopovat je lze pouze pomoci
zastinu, fazoveho kontrastu, fluorescence anebo
imunofluorescence (coz neni totéz!)

e Spirochéty se obtizné kultivuji
— (borrelie a leptospiry lze kultivovat ve specialnich
médiich)
— T. pallidum nelze v podminkach in vitro kultivovat



Treponet
pallidut

http://www.revoptom.com



Treponemata: jak patrat primo

Primy prukaz se déla zridka uz proto, ze malokdy je co
odebrat. Jen pokud ma pacient(ka) zrovna tvrdy vred, lze
proveést seskrab z néj.

Mikroskopie: Pouziva se nativni preparat — zastin.
Zvlastnosti je, ze ac jde o nativni preparat, pouziva se
imerze (treponemata jsou velmi subtilni). Mimo to Ize
provést fluorescencni barveni

Kultivace ani biochemicka identifikace se nepouzivaji
Prukaz antigenu lze provést primou IMF

Pokus na zvireti: Existuje tzv. RIT — Rabbit infectivity test
(test infekCnosti na kralikovi)

PCR diagnostika se stava ¢im dal dulezitéjsi. Zde je vyjimka
— kromé seskrabu z viedu lze posilat i plnou krev, i kdyz
vytéznost vysetreni je mensi.






Primy prukaz syfilis — prehled
RIT — Rabbit infectivity test. Z etickych duvodu i

z duvodu pracnosti se pouziti RIT minimalizuje.

Zastin — hledaji se zarici treponemata na tmavém
pozadi

Prima IMF — dalsi, avsak pracna prima metoda
PCR —izkrve



New Zealand Rabbit uzivany k RIT

www.rockinjawrabbits.com




« *anglicky dark field,

Zasti nova mikros kopletohoangncky

Mikrobiologicky dstav Pouze paprsky lomicige na preparatu _ Zé‘Sti”‘?Vé
. $ dopadaji do oka pozorova;ele A proto rr.nkrosk.op|e ,,darllf
ako pozorovatele vidi #emné pole* se field microscopy
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http://www.jic.ac.uk/microscopy/more/T5_2.htm



Poznamky k mikroskopii

Setkdvame se s rUznymi typy mikroskopie:

Nativni preparaty — pouziva se kryci sklicko, nefixuje se,
nepouziva se vetsinou imerzni systém

Barvené preparaty — fixuje se, po obarveni se zpravidla
prohlizi imerzi

Zastinova mikroskopie — jde o zvlastni pripad nativniho
preparatu; vétsinou se vsak pouziva imerzni systém
Fluorescencni mikroskopie; pokud je fluorescencnim
barvivem znacCena protilatka Ci antigen, nejde o

fluorescenci jako takovou, ale o imunofluorescenci; ta uz je
kombinaci mikroskopie a serologie

Vice najdete v bonusovem materialu
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Treponemata: jak patrat neprimo

e Pouzivaji se netreponemove testy, kde antigenem
je zpravidla kardiolipin z hovézich srdci, a

treponemove testy, kde antigen je ziskan opravdu
z Treponema pallidum

e Diagnostika se sklada ze screeningu a konfirmace.
Konfirmuje se vse, co ve screeningu vyslo pozitivni
Ci aspon hranicni, a dokonce i to, co bylo negativni,
je-li divod.

e Screeningove se zpravidla pouzije jeden
netreponemovy a jeden treponemovy test

e Konfirmace se provadi pomoci velmi spolehlivych
treponemovych testu



V oV Y/

Prehled nejdulezitéjSich neprimych

testu na lues

Historicky BWR — Bordet Wassermann E

Screeningove RRR — Rapid Reagin Test ¢/ RPR "
nebo VDRL test

TPHA/TPPA* =

Konfirmacni ELISA -§

FTA-ABS (nepr. imunofluor.) %

5.

Western Blotting

Historicky, popr.
superkonfirmace

TPIT (Treponema Pallidum Imobilizacni
Test) = Nelson

*TPHA — Tr. pasivni hemaglutinaéni test
TPPA — dtto, misto krvinek polyceluléza




RRR a TPHA

e U RRR je pozitivni dulek se zakalem (vypada
podobné jako pozitivni kontrola). Panelem je
treba prilis netrepat a nenaklanét.

e TPHA: Jde o aglutinaci na nosicich — Cervenych
krvinkach. Brambore podobny utvar je
pozitivni, tecka negativni



TPHA — pripomenuti

@Um

Pozitivni — vznika aglutinat, pri pohledu shora
chuchvalec nepravidelného tvaru

Negativni — krvinky (u TPPA polycelulozové Castice)
klesaji na dno a vytvareji denzni pravidelnou
kulatou tecku pri pohledu shora




Pripomenuti
TPHA “ (Mikrobiologicky ustav) = -

Pozitivni kontrola (rizna mira pozitivity)

Negativni kontrola

Pacienti (1, 2, 3)

Technické dulky

Kontrola

Vlastni reakce

VSsimnéte si, ze mame 1) pozitivni kontroly, 2) negativni
kontrolv 3) negativni kontrolv k iednotlivvm dualkim



RRR — hodnoceni: zakal = pozitivni,

neni zakal = negativni

TPHA — hodnoceni:

Mikrobiologicky ustav




Indikace ke konfirmaci

e Screeningove reakce se délaji pri kazdém testovani
na syfilis (v€etné napt. téhotnych, u kterych vubec
nikdo nepredpoklada, ze by meély byt pozitivni).
Screeningove reakce se zpravidla provadeji jen
kvalitativneé Ci semikvantitativné (i kdyz
kvantitativni provedeni by nebyl problém)

e Indikaci ke konfirmaci je:

— jakykoli pozitivni ¢i alespon hranicni vysledek reakce
RRR a/nebo TPHA, NEBO

— pritomnost suspektnich lézi na téle, nebo anamnéza
rizikového sexualniho styku — zde i v pripadé negativity
obou reakci



ELISA, Western blot a PCR
v diaghostice spirochet

Jak ELISA, tak i Western blotting a PCR jsou u spirochet

pouzivany podobné jako u jinych mikrobu — viz témata JO8
a JO9 v jarnim semestrul.

Pozitivni jsou pacienti s hodnotami absorbance vyssimi
nez dana hodnota (CAL — kalibracni dulek, cut off a
podobné)

Prukaz 1gG a IgM je zasadni, pouha pozitivita IgG znamena
jen dukaz prodélané infekce.

PCR se pouziva v diagnostice syfilis i Lymeské nemoci.
Obvykle je pozitivni dfive, nez prukazy protilatek



Borrelie — prubéh patrani

Predevsim sérologie, popr. PCR.

Sérologii se stanovuji IgM (svédci pro casnou infekci) a IgG
protilatky metodou ELISA, pozitivni nalez se ovéruje
Western blotem.

Western blot je specifictéjsi metodou.

Pri podezreni na neuroborreliézu stanovujeme syntézu
intrathekalnich protilatek

Primy prukaz - PCR vySetrovanym -—-’" Ry -
materidlem je zejména likvor y & %\i :
f e <

idsc.nih.go.jp



Borrelie — prubéh patrani, Western blot

e V soucCasné dobé automatizované systémy
— hodnoceni vysledkl prostrednictvim skeneru a vhodného

softwaru
R = W | £
W
| ' wiwwaom ||

p75 —
p 62 -
p 60

p 50

p 43 —_—
p 35 e
p 28 —_—
p16 _

EUROIMMUN Anti-Borrelia-afzelii

WESTERNBLOT

Auswerte-Schablone / Evaluation matrix
Ch.-B. / Batch No.: S040722BK-45

Mikrobiologicky ustav

Sablona pro odetitani vysledkl Western blotu



Leptospiry — prubéh patrani

e V prvnich 10 dnech infekce je mozny primy prukaz
z krve, moci nebo likvoru

e Pozdéji uz jen z modi (az 3 mésice)
— Mikroskopie v zastinu (viz jarni semestr) malo citliva

e Kultivace ve specialnim médiu (Korthoffovo),
vysledek je nejisty

e Prukaz antigenu v moci s pouzitim monoklonalnich
protilatek (dot ELISA)

e Metoda PCR prukaz leptospirové DNA v krvi, moci
nebo likvoru



www.ucmp.berkeley.edu

Leptospira
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Mikrobiologicky Ustav L i
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Diagnostika
leptospir

e Mikroskopicky
prukaz leptospir

LEPTOSPIRY

!




. 0] v / s s
Leptospiry — prubeh patrani
e Neprimy prukaz
— zaklad laboratorni diagnostiky
— tyden od zacatku infekce lze prokazat protilatky
— mikroskopicky aglutinacni test (MAT, MAL)
e antigen zivé kmeny nejcastéjsich sérotypu leptospir
e vysledek se hodnoti v zastinu
e protilatky pritomny — shlukovani az lyza leptospir
e cca. po 14 dnech se odebira druhy vzorek séra
e signifikantni je Ctyrnasobny vzestup titru protilatek

e MAT lIze doplnit prukazem IgM ELISou

e Komercné dostupné jsou i dalsi testy napr.
aglutinacni



Dalsi diagnostické moznosti u leptospir

( I atexova, a gl utl na Ce) 4x www.thailabonline.com

ElRALIN
Negative Positive







BONUS: Rozsirené povidani o
mikroskopii bakterii

Bakterie jsou dobre viditelné v elektronovém
mikroskopu, v praxi se nevyuziva

V optickém mikroskopu jsou viditelné mizerné. Lépe
je vidime, pokud se pohybuiji

Nemuzeme vsak spoléhat na pohyblivost bakterii.
Zviditelnime je proto jinak: fixujeme je a obarvime
nékterou z barvicich metod

Svétlolomné bakterie, zejména spirochety, s vyvhodou
pozorujeme pomoci zastinové mikroskopie



Priprava preparatu

e Pro zdarné mikroskopovani je nutno pripravit
kvalitni preparat.

e Preparat je nutno pripravit tak, aby byly bakterie i
ostatni objekty dobre viditelné. Natér nesmi byt
prilis ridky, pfrilis husty, pri fixaci se nesmi spalit (ale
ani nedostatecné fixovat) aj. U nativniho preparatu
vcetné zastinové mikroskopie je treba zachovat
mikroorganismy zivotaschopné.

e Spatné pfipraveny natér obsahuje riizné artefakty
(krystaly barviva, necistoty...) — ty se mohou
vyskytnout ovsem i v natéru pripraveném spravneé



Casti mikroskopu — dopadaijici svétlo

e Svétlo prochazi ze zdroje svéetla pres kolektor a kondenzor.
Kvalitu a mnozstvi paprskd ovliviiuje
— intenzita napéti zdroje svétla
— irisova clona kolektoru (v dolni ¢asti mikroskopu)
— nastaveni vysky kondenzoru
— nastaveni clony kondenzoru (apertura)

e Vyska kondenzoru se obvykle nastavi pri zaclonéni.
V jednom okamziku okraj clony prestane byt modry a zaCne
byt Cerveny — to je ten spravny moment. Pak se clona zase
rozevre.

e Je také treba dbat na spravné centrovani obrazu. Pri
centrovani se pouzivaji dva drobné sroubky, které jsou
z boku na kondenzoru ve vzajemném uhlu 90°



Kondenzor u normalni a
zastinové mikroskopie

e U normalniho mikroskopu je cilem
kondenzoru pouze soustredit paprsky tak, aby
idedlnim zpusobem a v idedlnim mnozstvi
dopadaly na preparat

e U zastinové mikroskopie je kondenzor
uzpusoben specialné tak, aby paprsky
dopadaly zesSikma. Paprsky, které by byly
rovnobézné s optickou osou, jsou pritom
zaclonény clonou.



/Zvetsovaci optika

e V mikrobiologii pouzivame zpravidla binokularni
mikroskop s vyjimatelnymi okulary zvétSujicimi 10x

e Objektivy se pouzivaji 4%, 10x, 20%, 40x, 60x a imerzni
objektiv zvetsujici 100x. ,Imerzni“ znamena, ze mezi
preparat a objektiv se kapne imerzni olej, jehoz index

eVvVvVvV/

e Kazdy objektiv je u novéjsich mikroskopU opatren nejen
cislem zvetseni, ale také Cislem, které informuje, na
jakou hodnotu ma byt pri jeho pouziji upravena clona
kondenzoru



Zaostrovani a vlastni mikroskopie

e Aniz bychom se divali do okularu, priblizime
makrosroubem preparat k objektivu na co nejtésnéjsi
vzdalenost

e Nyni, jiz pod kontrolou zraku preparat opatrné
oddalujeme, nejdrive makrosroubem, pak i mikrosroubem,
az se dostaneme na prislusnou hladinu ostrosti

e V nékterych pripadech (hlavné u nativnich preparatt) neni
jedna hladina ostrosti, ale je nutno stale preostrovat na
,dno“ a ,hladinu prostoru vyplnéného tekutinou. To je
obtiznéjsi, nez mikroskopovat jednu rovinu (u fixovanych a
barvenych preparatu)




Specialni mikroskopické techniky

Mikroskopie v zastinu — pouziva se u svetlolomnych
objektu (napr. spirochet). Na objekt dopadaji
paprsky zesikma a do oka dopadnou POUZE ty, které
se na nem zlomi

— Anglicky se ji fika ,, darkfield microscopy” — mikroskopie

v temném poli. Pozadi je tmavé, bakterie svéetla
Mikroskopie ve fazovém kontrastu vyuziva fazovy
posun paprsku

Fluorescencni mikroskopie jako takova by se
neméla zaménovat s imunofluorescenci (u klasické
fluorescencni mikroskopie nejde vubec o reakci
antigenu s protilatkou)



Cisténi mikroskopu

e Po kazdém pouziti imerzniho oleje je nutno ocistit
objektiv gazou s alkoholéterem (méné vhodny, lec
pouzitelny, je benzin)

e Obcas je nutno ocistit i neimerzni objektivy,
zejména pokud jsou potrisnény napr. olejem

e Pri potrisnéni je také nutno otrit mikroskopicky
stolek, zde staci Ctverecek bunicité vaty
s benzinem. Necistota Casto ulpiva pod zarizenim
pro uchyceni sklicka, proto je nékdy nutno tuto
cast odmontovat a vycistit.



