“ Mikrbbiologicky ustav uvadi

NA STOPE PACHATELE

(@ Dil devaty:

‘ Pachatele stoCeni do spiraly




Opet zacneme testikem...

"m Jakeé je slozeni G+ bunééné stény?
Peptidoglykan (murein), retezce kys. teichoove
m Jake je slozeni G- bunecné steny?

Tenka vrstva mureinu, nad ni vnejsi membrana
m Co obsahuje bunecna stena mykobakterii?
Mykolove kyseliny, proto je hydrofobni

m Jake jsou tvarové moznosti bakterii?

Koky, kokotyCinky, tyCinky, vlaknité tyCinky az
vlakna, spirochety, beztvaré (mykoplasmata)




Testik pokracuje... a koncCi
“m Jaké znate zpusoby ziskani anaerobiézy?
Mechanicky ve VL bujonech, fyzikalni u
anaerobnich boxu, chemicky u anaerostatu

m Na kterych pudach se pestuji mykobakteria?
Sula, Bani¢, Ogawa, Lowenstein-Jenssen

m Co se musi ucinit pred kultiaci mykobakterii?
Morit louhem, abys se odstranily jiné mikroby

m Které jsou kroky Ziehl-Neelsenova barveni?
1. 2. kysely alkohol, 3. pozadi




Uvod: Z medické hymny ,Diabetes
mellitus, |Cterus et vomitus®

(Druha sloka) /Puvodce syfilis
Treponema pallidum

- ~ Mé&kky vFed — choroba

Molle est reparaturum \ ducreyi
Nos curabit ... Tvrdy vied — jeden
(doplni se jméno z.typickych priznaku syfilis

vhodneho urologa Ci
dermatovenerologa)

(Zpiva se jako
Gaudeamus igitur,
luvenes dum sumus)




Ulcus durum m
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Pribeh
prvni

m Ruzence Flekove naskakaly po tele ri2ové
skvrny. Vzpomnela si, ze by to mohla byt...
No ano, to by odpovidalo, pred nekolika
tydny byla na tabore a nekolikrat behem
tabora mela kliste.

m Obvodni lekar i poslal na detskou infekcni
kliniku, kde zkusena infekcionistka potvrdila,
Ze opravdu s nejvetsi pravepodobnosti jde o
to, co si myslela Ruzenka. Pro jistotu jesté
odebrala sérum na prukaz protilatek...




m Borrel/a afzel// Jedna Z borrelu vyvolavaJ|C|

Lymeskou nemoc a patricich do skupiny Borrel/a
burgdorgeri sensu lato (= ,v sirsim slova smyslu®)

m [ento druh ,v SirsSim sIova smyslu“ se rozpadé na radu

" s

garinii, B. afzelii a B. burgdorfer/ sensu stricto

m Zatimco v USA se vyskytuje zejmena treti z onéch
borrelii a typicke jsou kloubni priznaky, v Evrope jsou

castejsi prvni dve borrelie a typic

m Krome lymeské nemoci vyvolavaj

navratnou horecku (B. duttoni, B.

Ka Je neuroborrelioza

i borrelie (jiné druhy)
recurrentis)
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Spirochety

= Borrelie (ale také treponemata a lept
jsou spirochety, tedy spiralni bakterie.

m Jejich bunecna stena je blizka grampoZitiynn
ale podle Grama se nebarvi uz proto, ze jsou
hrozne tenoucke. Mikroskopovat je 1ze pouze
pomoci zastinu, fluorescence anebo
imunofluorescence (coz neni totez!)

m Spirochety se obecne prakticky nedaji
kultivovat (pokud se nektere daji kultivovat
experimentalne, nema to praktlcky vyznam)




Spirochety v elektronovem
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Pribeh druhy (vymysSleny, ale zaklad
vychazi ze skutecneho pribenhu)

m Kdyz Leona zjistila, ze ,pernik™ opravdu
potrebuje, a Cim dal vic, nebylo pro ni daleko
k rozhodnuti vydelavat si vlastnim telem.
Konec koncu, sex méla vzdycky rada.

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

m Pak se ale zamilovala a rozhodla se mit dite.
Vysadila antikoncepci a byla cela stastna,
Helmut bude urcite ten pravy otec...




Pribeh druhy — pokracovani

= A tak tedy Leona byla tehotna. Zaroven si ale
nasla vredy na genitaliich a gynekolozka ji
odebrala krev na serologicke vysetreni. To
vyslo pozitivni. Leona odmitla interrupci ze
zdravotnich duvodu, jednak se na vSe prislo
dost pozde, jednak touha po diteti byla silngjsi.

m Leona byla leCena, bohuzel nevhodne
zvolenym antibiotikem. Dite se narodilo

nemocne a po dvou tydnech zemrelo na
sekundarni klebsielovou sepsi




Vinikem zde bylo

m Treponema pallidum, pavodce Syl

m SYfilis je klasicka pohlavni nemoc. Prenasi se
vyhradne sexualne. Jde ovSsem o systemove
onemocneni — v pokrocilych stadiich postihuje
celé telo postizeneho Cloveka (gummata,
disekce aorty, neurolues, psychicke priznaky)

m Nektere poddruhy T. pallidum a nektera jina
treponemata zpusobuiji jiné choroby
(framboesie — yaws, T. pertenue)

m Nektera treponemata jsou i nepatogenm '




Gramaticka poznamka

m [reponema je slovo reckého puvodu. V rectine
je stredniho rodu a lezi vedle slov jako je
aroma, magma, sperma, smegma, miasma.

m Ovsem soucasnost slovo Treponema (ale |
treba slovo plasma) rozkolisala, a proto se
casto pouziva i zensky rod (ta Treponema)
Slovencina urobila vsetkym historickym

reminiscenciam dorazny koniec, a preto vsetky
tieto slova su v slovencine zenskeho rodu.




primarni syfilis
(,Sankr)

Prabéh syfilis

sekundarni
SWIIE @ 4 “







Syfilis




Yaws (framboesie)
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Ledvina postizena

Piibéh treti risiusno.

chorobou

| .-
s Pan Krysafik byl pracovnikem firmy KVAK
(Kocourkovske vodovody a kanalizace, a. s.)
m Jeho dennim chlebem byla udrzba kanalu.

Nebylo kanalu, ktery by neznal. Znal | zvyky
potkanu, mél je docela rad a rozumél si s nimi.

m Presto jednou doSlo mezi nim a vudcem tlupy
potkanu k jakémusi nedorozumeni a pan
Krysarik byl kousnut do lytka

m Netrvalo dlouho, a pan Krysarik lezel se
Zloutentkou a krvacivymi stavy v nemocnigi...-



Tohle sice neni pan Krysarik, ale
jeden jeho venezuelsky kolega
~S.podobnym osudem

=




Vinikem je... _
m [eptospira interrogans ser. Icterohemorrhaglae 2)
= Diive se jednotlive serovary leptospir povazovaly za

samostatneé druhy, nyni se vSechny patogenni

povazuji za soucast druhu Leptospira interrogans
(druhy druh Leptospira biflexa je nepatogenni)

m Priznaky mohou byt ruzne, od ,chripkotyfovych®
priznaku serovaru Grippotyphosa (blatacka horecka)
az po zloutenku a krvacive stavy (Weilova choroba,
jJako u pana Krysarika) serovaru Ictero-nemorragiae.
(Tyhle dva serovary se daji celkem logicky
zapamatovat, tak kdyz ne jine, tak si hledte

zapamatovat aspori je ©)



Defilé zloCincu: Spirochety
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1 Syfilis ve tkani

2 Borrelie

3 Morfologie
ruznych serovaru
leptospir




Treponemata: jak patrat primo

Primy prukaz se déla zridka uz proto, ze malokdy je

co odebrat. Jen pokud ma pacient(ka) zrovna tvrdy

vred, Ize provest seskrab z nej.

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

Kultivace ani biochemicka identifikace se nepouzivaiji
Prukaz antigenu Ize provest primou IMF

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

7 u L a4







Treponemata: jak patrat neprimo

m Pouzivaji se netreponemove testy, kde

_antigenem je zpravidla kardiolipin z hovezich
srdci, a treponemove testy, kde antigen je
ziskan opravdu z Treponema pallidum

m 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 duvod.

m Screeningove se zpravidla pouzije jeden
netreponemovy a jeden treponemovy test

m Konfirmace se provadi pomoci velmi
spolehlivych treponemovych testu
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TPHA — Tr. pasivni hemaglutinacni test
teStU na IueS TPPA dtto, misto krvinek polyceluloza

Historicky BWR — Bordet Wassermann | £
Screeeningove |RRR — Rapid Reagin Test =
TPHA/TPPA* =
Konfirmagni ELISA S
FTA-ABS (nepf. imunofluor.) | 3
Western Blotting %,
Historicky, popr. TPIT (Treponema Pallidum
superkonfirmace | Imobilizacni Test) = Nelson




TPHA - pripomenuti

m Pozitivni — vznika aglutinat, pri pohledu shora
chuchvalec nepravidelneho tvaru

m Negativni — krvinky (u TPPA polycelulozove
castice) klesaji na dno a vytvareji denzni
pravidelnou kulatou tecku pri pohledu shora -




Pripomenuti A S —
TPHA Il (www. medm'Cm . '3

Pozitivni kontrola (rizna mira p02|t|V|ty)

Negativni kontrola

Pacienti (1, 2, 3)

Technicke dulky

Vlastni reakce —

Kontrola




Borrelie a leptospiry — prubeh
patrani

m Borrelie: Predevsim serologie, popr. PCR. Serologii
se stanovuji IgM (svedci pro casnou infekci) a IgG
protilatky metodou ELISA, pozitivni nalez se overuje
Western blotem. Western blot je specifictejsi
metodou.

m Leptospiry: Pouziva se zastinova mikroskopie (viz
jarni semestr) a kultivace ve specialnim mediu.




Ukol 1: ELISA — borrelie
» Odectéte vysledky reakce ELISA.
m Pozitivni jsou pacienti s hodnotami vyssimi,

nez je hodnota v kalibracnim dulku. Ten je
umistén v poloze A1. B1 a C1 jsou kontroly.

m Reakce pacienta €. 1 je v dulku D1, €.2 — E1,
c.3—F1,¢.4-G1,C. 5—-H1, €. 6 — A2 atd.
m Uvedomte si, jaky vyznam maiji protilatky IgM

a jaky protilatky IgG
m Provérte alespon prvnich tfinact pacientt -




Pacienti — ELISA, jak jdou po
sobé jednotliva Cisla pacientu:
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Ukol 2: Borrelie — konfirmace WB

m Konfirmuji se pouze ty vysledky, ktere vysly

pozitivni reakci ELISA. Za pozitivni se u IgM
povazuje pozitivita alespon v jednom
specifickem pruhu, u IgG alespon ve dvou
specifickych pruzich (nazvy specifickych pruhu
jsou na sablone v Sedém obdelniku)

Ukol 3: Borrelie — PCR

mPCR je reakce primeho prukazu, je tedy
prukaznéjsi nez hledani protilatek, zvlast' u
cerstveé infekce. Zjistéte, ktery pacient je pozitivni




Ukol 4 a b ¢ — pfimy prakaz syfilis

m 4 a Kralik se nezanitil, nahradou vam
nabizime obrazek novozélandského bilého
kralika, pouzivaného k témto pokusum (viz
dalsi stranka)

m 4 b Zastin — prohlednéte si obrazek, ktery
nasleduje za obrazkem kralika, a
obkreslete si je do protokolu (princip |
vzhled Treponema pallidum)

m 4 c Prima IMF — prohlednete SI Jeste dalsi
obrazek a zakreslete




4a New Zealand Rabbit




4b Zastinova mikroskopie
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Ukoly 5 a 6 — serologie syfilis
(screening a konfirmace )

Y, ukolu 5 vybereme Ze screenmgovych pacientu
ty, které je treba konfirmovat

m \/ ukolu 6 potvrdime jejich diagnozu a ucinime
konecny zaver

m Pracujeme s pétici pacientu:
s A =tehotna zena
= B = pacient s hojici se ulceraci na glans penis

= C = kontakt pacienta s ulceraci (B)

= D = Zena s projevy sekundarismu (mokvave léze
v.dutiné ustni, rizikova anamnéza)

= E = novorozene zeny lecene pred 2 lety pro syfilis




RRR a TPHA

m U RRR je pozitivni dulek se zakalem
(vypada podobné jako pozitivni kontrola).
Panelem moc netrepte a nenaklanejte, at
si to neroztrepete a at vam to nevytece!

s [PHA mame bohuzel k dispozici jen jako
demonstraci. Prohlednéte si panel na
boCnim stole. Vysledky pacientu A, B, C,
D, E vam sdeli asistent




RRR — hodnoceni: zakal =
pozitivni, neni zakal = negativni
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Proto

Vysledky - screening  provedeme

konfirmaci...
Vz.| RRR |TPHA zaver
A +
B O
C |0
D +
= 0
*Vyslede
prov




Konfirmacni reakce

m Hodnoceni ELISA reakce: Vzorec na papire
je spravny, ale mozna zbytecne slozity. Lze si
take pamatovat toto:

Hodnoty vy$$i neZ 0,505 + 10 % (= 0,5555) jsou
pozitivni

Hodnoty nizSi nez 0,505 — 10 % (= 0,4545) jsou
negativni

Hodoty mezi 0,4545 a 0,5555 jsou hranicni

m \Western blot — viz dalSi obrazovka




Jak hodnotit Western blot —

zjednoduseni pro praktikum

(Musel jsem to zjednodusit, na kopiich je to spatne videt)

m Podivejte se na sablonu pro IgG. Jsou na ni
ctyri vyrazne pruhy

m Za pozitivni v IgG i v IgM povazujte vsechny
pasky, na kterych najdete aspon tri z techto
prouzku (ani nemusi byt tak vyrazne).

Normalné se hodnoti takto:

Srovnava se intenzita pruht na posuzovaném blotu s intenzitou pruhu p47 na stejném prouzku
(oznaceno na xerokopii Cerveng).

Pruhy stejné intenzivni dostanou 1 bod, intenzivnéjSi 2 body.
Body se sectou pro kazdy jednotlivy blot.

lgM — pozitivni pfi zisku 4 a vice bodU

lgG — pozitivni pfi zisku 5 a vice bodu




’ * Nejspise jen pasivné prenesene
VySIGd ky g protilatky. Dité je treba dispenzarizovat

. a kontrolovat v 6 tydnech a ve 3, 6,
konfirmace |

event. 12 mésicich.

Vz. |FTA |IgM 1IgG Zaver
ABS |ELISA |WB |ELISA |WB
A |0 0 0 |0 0 |NEGATIVNI
0 + |POZITIVNI, nastup
seroreakce
C 0 O |(dosud?)
NEGATIVNI
D |+++ |+ + |+ + | SILNE POZITIVNI

E [+ 0 0 |+ + | Viz poznamka™




Zadni falesni losi.

Jediné ~ pravou syfilis vam pFinasi

Treponema pallidum
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Dalsi diagnosticke moznosti u leptospir

(latexova aglutinace)

_ maswme

e

Atz oy E) ElAumn

Negative Positive
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Ukol 7 —
diagnostika
leptospir
m Prohlednete si

obrazek a
obkreslete jej

! I-
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& | EPTOSPIRY




8 Nez opustite
By praktikarnu. ..

...plaste laskave nepohazujte po
praktikarne, nybrz je poveste na

A" A 4

vesak tak, aby nespadly.




Nashledanou pri dalsim dilu!
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h: Leptospira 60" x 70" —
akryl na platne
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10 11 www.primer.ru/std/gallery_std/treponema.htm.

12
http://www.revoptom.com/osc/3078/Ro0304F8Trepone
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13
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16 www.niaid.nih.gov/dir/labs/Ihbp/rosa.htm.

17
http://medinfo.ufl.edu/year2/mmid/bms5300/images/d71
95.jpg

19
http://www.pasteur.fr/recherche/borrelia/Borreliaspecies.
html

20 21 http://www.presse.uni-
wuppertal.de/archiv/output/okt98/Borrelia.jpg

22 az 40 www.med.sc.edu:85/fox/spiro-neisseria.htm.
41 www.ucmp.berkeley.edu/stat/9837.html.

42
http://www.ceniap.gov.ve/ceniaphoy/articulos/n3/imagen
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43
http://www.ceniap.gov.ve/ceniaphoy/articulos/n3/imagen
/paciente_icterico.jpg

44 www.scidev.net/scidev_images/leptospira.jpg

45 www.pbrc.hawaii.edu/microangela/lepto.htm.

46 - 52 www.thailabonline.com/leptospira.htm.

53 54 idsc.nih.go.jp/.../k03/k03_012/k03_012.html

55 www.rockinjawrabbits.com/newzealand.htm.




