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I Osnova

* spirochety

* rod Borrelia

* rod Treponema

* Leptospira interrogans
* Ukoly
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I Spirochety

rody Borrelia, Treponema, Leptospira

- spiralni pohyblivé bakterie (axialni bicCiky v
beriplazmatickém prostoru)

* bunécna stéena podobna G- bakteriim, ale nebarvi se
bodle Grama, velice obtizna kultivace

 mikroskopie v zastinu, fluorescencni mikroskopie

ppdiétiana ry.com
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I Rod Borrelia

« puvodci lymské borelidozy
- B. burgdorferi sensu lato

* B. burgdorferi sensu stricto (USA + Evr.; postizeni
kloubU a myokardu)

* B. afzelii (Evr. + Asie; kozni priznaky)
* B. garinii (Evr. + Asie; neurologické projevy)
» puvodci navratnych horedek
- B. recurrentis
- B. duttoni
- B. hermsii
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I Lymeska borelioza

« zoonodza, prenos kligtaty (v CR Ixodes ricinus),
rezervoar hlodavci, ptaci

» incidence v CR: 40/100 000 obyvatel

« casto spontanni uzdraveni

« protilatky asi u 10 % zdravych osob

* prodelaneé onemocneni :
chrani jen ¢aste¢né %\ ﬂ

 ATB: beta-laktamy, i
tetracykliny i

niaid.nih.gov
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I Stadia lymskeé boreliozy

« Casné lokalizované
- erythema migrans (3-30 dni)
- nespecificke priznaky

« casnhé diseminované

ocatechildrenshospital

- borreliovy lymfocytom (usi)
- neurologicke, kardialni, revmatologicke projevy
« pozdni diseminované
- chronicka encelafomyelitida, artritida
- acrodermatitis chronica atrophicans (degenerace
podkozi, ztenéend kuze)
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I Rod Treponema

« Treponema pallidum
- ssp. pallidum - syfilis (pohl. nemoc, prenos sex.)

- ssp. endemicum - endemicka syfilis (bejel) - léze
na ustni sliznici

- ssp. carateum - pinta - kozni léze (Lat. Am.)

- ssp. pertenue - framboesie — kozni lIéze (Afr., JV
Asie, J. Am.)

« Treponema denticola - nepatogenni, popr.
periodontitida
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| syfilis (lues)

 T. pallidum ssp. pallidum

» klasicka pohlavni nemoc (prenos vyhradné sexualné)
« casna syfilis
- primarni (ulcerace v misté vstupu - na genitalu,
ulcus durum, tvrdy vred

- sekundarni (diseminace, horecka, bolesti hlavy,
artralgie, anorexie, generalizovana vyrazka +
kondylomata - kozni a sliznicni léze)

- casna latentni (béhem 1. roku po prekonani
sekundarniho stadia, asymptomatické obdobi, mozné
relapsy sekundarniho stadia)
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| syfilis (2)

« pozdni

- pozdni latentni (neni
epidemiologicke riziko,
mozné pozdni priznaky)

- tercialni
« gummata - mekké zanéety
(nejcastéji jatra, kosti, kize)

* neurosyfilis — meningitida, progresivni paralyzy,
demence, tabes dorsalis (poruchy polohocitu,
chaze, ¢iti, ...)

» kardiovaskularni zanéty, aneurysma (aorta)

« vrozena syYfilis (potrat nebo sekundarni stadium)
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I Diagnostika syfilis — primy prukaz

« primy prikaz se provadi zridka

- mikroskopie: nativni preparat (mikroskopie v
zastinu, fluorescencni mikroskopie

« kultivace a biochemie: nepouziva se
« prukaz antigenu imunofluorescencné

« pokus na zvireti: rabbit infectivity test (RIT), ockovani
do varlat novozelandského bileho kralika (orchitida za
10 dni) - dnes raritni

* PCR diagnostika
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I Diagnostika syfilis — neprimy prukaz

* netreponemoveé testy:

- RRR (rychla reaginova reakce) RPR (rabbit-plasma
reagin test) VDRL (venereal disease research
laboratory)

- zjistuje se pritomnost nespecifickych protilatek
proti kardiolipinu

- detekovatelné cca 4 tydny po infekci

* treponemové testy
* antigen je z T. pallidum

« TPHA - T. pallidum pasivni hemaglutinacni test
(TPPA - T. p. particle agglutination), anti-TP

- ELISA, FTA-ABS, western blotting
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I Prehled testu na syfilis

Historicky DR = [Eeiree: |
Wassermann Netreponemové
Screening RRR/RPR/VDRL
TPHA/TPPA/anti-TP
ELISA
Konfirmace FTA-ABS
Western blotting Treponemove
Historicky TPIT (Treponema

(superkonfirmace) Pallidum Imobilizacni
° Test) = Nelson
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I Leptospira interrogans

* jemneé zavity, na koncich ohnuté

* nakaza kontaktem s moci infikovaného zvirete -
hlodavci, prase, skot, ... (koupani v prirodnich vodnich
zdrojich, konzumace kontaminované vody)

« vstup kUZi (pravdépodobné i neporusenou) nebo
sliznicemi (typicky spojivkou)

- serovar Grippotryphosa - polni/Zzriova/blatacka
horecka

- chripkovité priznaky, aniktericka forma
* serovar Icterohemorrhagiae - Weilova nemoc
- nejdfive podobné blatacké horecce, poté ikterus,

krvacivé projevy na kuZi a sliznicich, rendini selhén|'13/28



) Ukol 1: Prikaz protilatek proti
B. garinii metodou ELISA

Pacient J: klinicky definované erythema migrans
(jasny obraz, ne jen podezreni)

Pacient K: citi se ospaly, v lété mel kliste; jine potize
nejsou pritomny

Pacient L: neurologové nalezli typické klinické
priznaky neuroboreliozy

Pacient M: zdrava osoba, ale v Iete mel kliste, a citi
se ohrozen rizikem borrelidozy, protoze si precetl o
tomto riziku.

Pacient N: je u néj podezreni na neuroboreliozu,
avsak neni jasne
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) Ukol 1: Prikaz protilatek proti
B. garinii metodou ELISA (2)

. prukaz protilatek ve tifidach IgM a IgG
« vysledky reakce ve formé absorbance

- pozitivni hodnoty jsou vyssi nez hodnota
kalibrace (CAL) (K+ a K- jsou kontroly, dulky B1 a C1)

IeM IgG
CAL J CAL J
K+ K K+ K
K- L K- L
N N
M M 15/28




) Ukol 2: Priikaz protilatek proti
B. garinii pomoci WB
- konfirmace pokud je pozitivni reakce ELISA nebo
klinické déivody (J - klinické duvody)
* pozitivhi WB:
- IgM: pozitivita v pruhu p25 a OspC
- IgG: pozitivita v pruhu VIsE
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] Ukol 3: Dg. borreliézy pomoci PCR

* PCR je primy priikaz (prukaznéjsi nez hledani
protilatek) zvlasté u Cerstve infekce, kdy jesteé nejsou
vytvoreny protilatky

* k PCR jsou indikovani pacienti L a N
- pozitivita: svitici prouzek

« IC nebyla pouzita, vpravo je ladder
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J vysledky kol 1-3

ELISA

IgM IgG
J (erythema migrans) - -
K (kliste v lete) - +
L (priznaky neurobor.) + +
M (zdravy) . +

N (podezreni neurobor.) + -
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| zavéry k akoltim 1-3

J: Nutno lecit doxycyklinem (i presto, ze je
seronegativni, klinické priznaky jsou dostatecné
padnym duvodem k 1é¢bé)

« K: Zfejmeé jen pamétové protilatky, nutna dalsi
diferencialni diagnostika

« L: Skutecné jde o neuroborelidozu, lecba ceftriaxonem

* M: Pacient je v poradku (kdysi mozna prodélal
bezpriznakovou borreliozu, 10 % populace ma pozitivni
IgG)

* N: pozitivni IgM v ELISA nepotvrdil WB ani PCR, zrejmé
zkrizena reakce, nutno patrat po jinych neuroinfekcich
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J Ukol 4: PFimy priikaz syfilis

* rabbit infectivity test (RIT), ockovani do varlat
novozélandského bilého kralika (orchitida za 10 dni)

« zastinova mikroskopie (pozorujeme svétlo ktere se
ohnulo Ci odrazilo na preparatu)

objective lens

« prima imunofluorescence
(detekce antigenu pomoci
znacenych protilatek)

1 stage

condenser
lens

m ruf.rice. edu
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) Ukol 5+6:
Neprimy prukaz syfilis

« Ukolu 5: screening pacientii vybereme ty, které je
treba konfirmovat

* ukolu 6: potvrzeni dg., konecCny zaveér
* vySetrovane osoby:
A = téhotna zena (bézny screening, neni
zvyseneé riziko syfilis)
B = pacient s dva dny trvajici lézi, ktera
vypada jako ulcus durum
C = pacient se suspektni lues latens
D = darce krve (pouhy screening)

E = dite s pravdépodobnou vrozenou syfilis
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J Okol 5: RRR a TPHA

« RRR: pozitivni je dulek se zakalem
 TPHA

pozitivni kontrola

negativni kontrola

vlastni reakce

pacienti 1, 2 a 3

technické ddlky Nnegativni kontrola
kazdeho pacienta 22/28



J Ukol 5: RRR a TPHA

* screeningoveé reakce se délaji pri kazdém
testovani na syfilis (vC. téhotnych)

e screeningove reakce se zpravidla provadeji jen
kvalitativne Ci semikvantitativnée

* indikace ke konfirmaci:

- jakykoli pozitivni ¢i alespon hrani¢ni vysledek
reakce RRR a/nebo TPHA

- pritomnost suspektnich lézi na téle, nebo
anamnéza rizikoveho sexualniho styku (zde i
v pripade negativity obou reakci)
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J Ukol 5: RRR a TPHA (vysledky)

A (tehotna)

B (leze)

C (susp. lues)

D (darce krve)

E (dite, vroz. lues)

RRR

TPHA

zaver
konfirmace
konfirmace
konfirmace
bez konfirmace
konfirmace
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] Ukol 6: Konfirmace syfilis

« vysledky reakce FTA-ABS:

A B C
- konﬂrmace se

* hodnoceni reakce ELISA:
- cut off hodnota: (C1 + D1)/2
- IgM: hodnoty vyssi nez 0,494 jsou pozitivni

- IgG: hodnoty vyssi nez 0,366 jsou pozitivni

* hodnoceni Western blottu: za pozitivni v IgG i v IgM
povazujte vsechny pasky, na kterych umisténi a

usporadani prouzku zhruba odpovida pozitivni kontrole
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) Ukol 5+6:
Neprimy prukaz syfilis (vysledky)

FTA ELISA WB zaver
ABS IgM IgG IgM IgG

nejde o lues (falesnée

s (B2 ] ] ] ] ~ poz., mozna po ockovani)

PCR nutné, u cerstve

B (Iéze) - - - - - infekce mozna
seronegativita
C (susp. lues) + - + - + lues latens

D (darce) | < rce je v poradku

E (dité, vroz. kongenitalni syfilis,

lues) * * * T vysetrit krev matky

26/28



Ukol 7: PFimy
Leptospira sp

en.wikipédia.org




I Po tomto cviceni byste meéli umeét:

* popsat spirochety

« popsat zastupce spirochet, v&. diagnostickych postupu,
ktere vedou k uspésne identifikaci

« zhodnotit vyznam primych a neprimych metod
v diagnostice spirochet, vC. vhodnosti jejich pouziti pro
konkretni pripady
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