Lekce 5
ENVO12 ChBHazMat

Detekce
Principy biologické detekce

Ing. Pavel Castulik, CSc

castulik@recetox.muni.cz

Jaro 2012

U SVERSz,
> A K Sy ’7\;‘.
evropsicy [RSIR : M) -
socialni . OP Vzd&lavéni 4 @\%
v fondvCR EVROPSKA UNIE pro konkurenceschopnost 4NA ®

Ptiprava tohoto predmétu je spolufinancovana EMYSEIndaieciA#n fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky 1



mailto:castulik@recetox.muni.cz
mailto:castulik@recetox.muni.cz

Principy biologické
detekce

-.
o Qé\VERS]}ﬂ
g(‘),cl;igﬂisky Taax” lM] &
L MINISTERST\/O SKOLSTVI /*
(< 4 fondv CR EVROPSKA UNIE

O
474NA o

«})VSW/V.
NS

OP Vzdélavani
MLADEZE A TELOVYCHOVY

pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Ptiprava tohoto pfedmétu je spolufinancovana EMNYSsKndaieciAén fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky 2



"

OSNOVA

-InfekCni agens

-Bakteriologicka detekce
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Nestovice-viry

m Vstup infekce:

Inhalacni

m Inkubacni doba: 10-12
dni

m Nakaza prenosna

m Umrtnost: 30%
(inhalaCni nakaza)

m Symptomy:
HoreCky/zimnice
Vrhnuti

Bolesti hlavy/Bolesti zad
Puchyre za 2-3 dny
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Ebola-viry

m Vstup infekce:

Primy kontakt

m |Inkubacni doba: 3-21
dni

m Nakaza prenosna
s Umrtnost: 90%

m Symptomy:
HoreCky/zimnice
Vrhnuti

Krvavé skvrny na kuzi
Krvaceni
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Mor-bakterie

m Vstup infekce:

Kousnuti blech
m Inkubacni doba: 2-3 dny
m Nakaza prenosna

s Umrtnost: 90%-100%
(inhalaCni nakaza)

m Symptomy:

Bolesti hlava

Dychaci potize

Vysoké horeCky/zimnice
Chrleni krve
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Bacillus Anthracis
dobre znam jako teroristicky prostredek
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Anthrax-spory/bakterie

m Vstup infekce:
Dychanim nebo
poskozenou pokozkou

m Inkubacni doba: 1-7 dni

m Nakaza neprenosna

m Umrtnost: 80%-90%
(inhalaCni nakaza)

m Symptomy:

Ryma

Horecka/pocit chladu 1
Zdureni lymfatickych uzlirg

_________
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Anatomie spory antraxu
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Detekce bakteriologickych latek

Lide jsou vnimavy a citlivy na bakteriologické expozice a
v prevaznych pripadech jedinymi subjektivnimi
biodetektory vubec.

Prvotni klinické nalezy mohou byt nespecifické nebo
atypické ve srovnani s prirodnimi onemocnenimi. Tudiz
zdravotnici-hygienici- infekCni sluzba nemusi v pocCatcich
byt schopni odlisit prirodni onemocneni od
bakteriologickeho utoku.

Objektivni instrumentalni detekce bakteriologickych je
ztizena stale omezenymi technologickymi moznostmi ve
vztahu k potfebné rychlosti detekce a specificnosti.
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Detekce bakteriologickych latek
Indikatory
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Existuji odliSnosti mezi pfirodnim
prabéhem epidemii a
bakteriologickym utokem:
Epidemicka krivka kulminuje
béhem hodin (pouZziti toxinu) nebo
nékolika dnu (mikroorganizmu) a
pocet obéti narusta trvaleji

MuUzZe byt soubézny vyskyt
onemocnéni v riznych mistech
Geograficky atypické onemocnéni

Vysoky vyskyt zasazeni
respiracniho systému (expozice
aerosoly-antrax)

Obéti se vyskytuji po smeru
prevazujiciho vétru

Mensi pomér zasazenych osob
pracujicich ve vnitfnich prostorech
vybavenych ventilaci oproti
osobam z vnegjsiho prostredi
(nebo zcela naopak, pokud bio-
utok byl smérovan do budov).

Zvyseny pocCet nemocnych zvirat,
¢asto ruznych druht

Velké mnozstvi smrtelnych
pripadud obéti s omezenymi
priznaky souvisejicich s velkou
expozici v blizkosti utoku

Svédci utoku a nalezeni dikazu o
pouziti prostredku a zarizeni k
provedeni zamerneho utoku

ENVO012, Jaro 2012



Diagnoza-odber vzorku

m Diagnoza skutecnée bakteriologicke
expozice obeti je Casove narocna a
vyzadujici prevazne laboratorni vybaveni

m Pro stanoveni diagndzy je velmi dulezité
provedeni odbéru environmentalnich a
biologickych vzorku a jejich rychlée
vyhodnoceni jak na miste tak zejmena v
laboratornich podminkach
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Odbéry biologickych vzorku
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Baleni a transport vzorku
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Bio-ldentifikace-metody

m |zolace infekCnich kultur (1 az 2 dny)
m Detekce toxinu GC-MS nebo zvireci inokulaci

m Antibody detekce (specificky immunoglobulin M
se muze objevit béhem 3 dnu)

m Detekce antigenu enzymatickou nebo jinou
citlivou zkouskou

m Dete

m Dete
toxic
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Kce genomu s pouzitim DNA vzorku
Kce metabolickych produktu infekéni nebo

Ke latky v klinickych vzorcich
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Bio-detektor na tenké vrstvée
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" S
Bio-detektor na tenké vrstvée
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Automaticky bio-detektor
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: Betekce Blo-‘al ter< na magnetickych

nosicich

|. Navazani spor na magnetické — - u J
mikroc¢astice s markerem .-

ll. Spory na magnetickém nosici jsou
magneticky separovany/shromazdény

11
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[ll. Nenavazané markery jsou odstranény

vyplachem J. D

V. Shromazdéné oznalené spory na ”
magnetickych mikrocasticich jsou vybuzeny =
Svétlem a jejich emitované zareni je detekovano

ENVO012, Jaro 2012
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QTL Biosensor Assay Technology

I. Spory jsou
smichany s reagenty
obsahujici
magneticke kulové
mikrocastice a
fluoroscencni
markery
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QTL Biosensor Assay Technology

II. Indikacni
materialy se
navazi na spory v
prub&hu michani a
inkubacni doby
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QTL Biosensor Assay Technology

III. Roztok je
zmagnetizovan a
vsechen navazany i
nenavazany
magneticky material
je zachycen na
magnetickém
povrchu
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QTL Biosensor Assay Technology

IV. Nenavazané
markery zUstavaji v
roztoku a jsou
odstranény
vyplachnutim
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QTL Biosensor Assay Technology

V. Kulicky jsou
vybuzeny svételnym
zdrojem

eNavazane markery
vysilaji svetelne
zareni

eEmitované sveétlo je
zesileno a dale
zpracovano
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Konecny vysledek detekce

eZachycena a Znackovana Magneticka
oznacena spora spora mikrokuli¢ka

4
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Detekce toxinu SEB

SEB Detection Results
QTL Limit of Detection < 0.5 ng

0.25ng 0.5ng

SEB (ng)

<0.5 ng detekovano béhem 5 minut

ENVO012, Jaro 2012 27
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Detekce Bacillus Anthracis LOD

illus anthracis (Sterne) Results
QTL Detection Limit = ~5,000 spores

< 10,000 spor detekovano béhem 5 minut
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Detekce toxinu ricinu

Ricin Assay Sensitivity
(QTL Limit of Detection < 1ng)

10 ng/mL 50 ng/mL

Sample

100 ng/mL

< 1 ng detekovano béhem 5 minut

ENVO012, Jaro 2012 29
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ZAVERY
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ZAVERY

ENVO012, Jaro 2012



