Téma P09

Téma P09: Diagnostika spirochetalnich infekci
K nastudovani: Borrelia, Leptospira, Treponema (z u¢ebnic, WWW a
Z jarniho semestru: Mikroskopie, PCR, prikazy antigenti a protilate

Lymeska borrelioza
Spolecna tabulka pro ukoly 1, 2 a 3.

=S Kratky klinicky ELISA (Ukol 1) W. blotting ( aver:
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Ukol 1: Pritkaz protilatek proti Borrelia garinii metodou ELISA

Odectéte podle vykladu vyucujiciho vysledek reakce u pacientil s podezienim na lymeskou borreliézu. Uréujeme
protilatky ve tfid¢ IgG a IgM. V poli Al (odpovidé dilku Al v mikrotitrani desti¢ce) naleznete hodnotu CAL
(hrani¢ni hodnotu; vSechny hodnoty absorbance nad CAL jsou pozitivni, v§e pod CAL budiz negativni).
V polich B1 a Cl1 jsou kontroly. Pacienti ozna¢eni pismeny J aZ N jsou v barevné oznaéenych polich.

Zapiste hodnotu CAL, zkontrolujte, jestli negativni a pozitivni kontrola je v poradku. Pak odeététe a vyhodnotte
vysledky ELISA reakce pro pacienty No. J, K, L, M, N (ty nepiste sem, pouzijte hlavni tabulku nahofte).

Hodnota CAL Hodnota absorbance K+ 0 K+je OK é

(ditlek A1): (diilek B1): 03 K+ neni OK

I M Hodnota absorbance K— 0 K- je OK zaSkrtnéte,
g (diilek C1): 3 K— neni OK co plati

Hodnota CAL Hodnota absorbance K+ 0 K+je OK é

(ditlek A1): (ditlek B1): 0 K+ neni OK

I G Hodnota absorbance K— 0 K-je OK zaSkrtnéte,
g (dilek C1): (3 K- neni OK co plati

Ukol 2: Priikaz protilatek proti Borrelia garinii pomoci Western blottu

U pacientt feSenych v tkolu €. 1 se vzorky séra ¢i likvoru testovaly také Western blottem. Odectéte vysledky dle
instrukei. Pro odecteni reakce pouzijte kontrolni prouzek. Diagnostické schéma je vzdy stejné: ELISA je pouzita
ke screeningu, Western blot ke konfirmaci jejich vysledkti. Odectéte Western blot u pacientii J az N a zapiste
vysledky do hlavni tabulky.

Ukol 3: Diagnostika Lymeské borreliézy pomoci PCR

Pomoci dané fotografie PCR produktu na agar6zovém gelu zakreslete a zaznamenejte, ktery z testovanych
vzorkll je pozitivni. PCR diagnostika se provadéla s ohledem na zavaznost anamnézy pouze u dvou z péti
feSenych pacientt. Poté proved’te celkové zhodnoceni vSech tii ukolt a zapiSte zaver.

Syfilis
Ukol 4: P¥imy prikaz syfilis.

Ptimy prikaz syfilis je mozny pouze v piipadé zaslani vhodnych vzorkti do laboratoie. V nékterych stadiich
nemoci v§ak neni k mani Zadny vhodny vzorek pro tento tcel.

a) Rabbit infectivity test — RIT

Zapiste nazev kralika pouZzivaného pro tento test.

(Je odvozen z tohoto souostrovi: 2 2>2>2>2>2>>>>>)
Exudat z podezielého viedu je zpravidla vyhodnocovan
zéastinovou mikroskopii a ockovan do kréli¢ich varlat.
Testované¢ zvife zacind trpét orchitidou 10 dni po
naockovani. Nazev kralika:
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b) Mikroskopie v zastinu
Podivejte se na mikrofotografii treponemat ze zastinové mikroskopie, zakreslete princip zastinové mikroskopie a
zaznamenejte vysledek svého pozorovani.

¢) PFima imunofluorescence
Podivejte se na mikrofotografii treponemat ziskanou z fluorescen¢niho mikroskopu a zaznamenejte vysledek.

4b) princip 4b) vysledek 4¢)

Ptvodce syfilis, Treponema pallidum subsp. pallidum, NENI kultivovatelny organismus. Diagnostika zavisi na stadiu nemoci.

Neprimy prikaz syfilis
Spole¢na tabulka pro ukoly 5 a 6.
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Ukol 5: Screening syfilis —- RRR a TPHA

T¢hotné zeny a darci krve jsou screeningové vysetfovani rychlou reaginovou reakci (RRR) a Treponema
pallidum pasivni hemaglutinaci (TPHA). Posudte vysledky screeningu u predlozené skupiny osob a stanovte, u
koho je tieba jesté zajistit podrobnéjsi, tzv. konfirmaéni (potvrzovaci) vySetteni. Vysledky zapiSte pfimo do
tabulky.

RRR: pozitivni je vyvloc¢kovani. TPHA: pozitivni je tvorba aglutinatu. Vice viz praktikum JO7.

Ukol 6: Konfirmace syfilis —- FTA-ABS, ELISA a Western blotting

Vyhodnot'te vysledky FTA-ABS, ELISA a western blottingu (WB) u pacientii se suspektni syfilis (viz pfedchozi
ukol). Spocitejte cut-off a porovnejte s nim hodnoty pozitivni a negativni kontroly a vysledky pacientd.

V poli/dilku Al je pfitomen blank.

Hodnota cut off Hodnota absorbance K— 0O K- je OK é

(C1+D1)/2 (pole/dulek B1): 0 K—neni OK

I M Hodnota absorbance K+ 3 K+ je OK zaSkrinéte,
g (pole/dilek E1): 3 K+ neni OK co plati

Hodnota cut off Hodnota absorbance K— 0 K- je OK é

(C1+D1)/2 (pole/dulek B1): O K—neni OK

I G Hodnota absorbance K+ 0 K+ je OK zaskrinéte,
g (pole/dillek E1): 03 K+ neni OK co plati
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Leptospiroza

Ukol 7: Pi¥imy prikaz Leptospira sp.

Podle daného obrazku popiste a zakreslete morfologii leptospir kultivovanych na tekutém Korthoffové médiu po
dva tydny. Pro test byla pouZzita mo¢ pacienta s podezienim na leptospirdzu.

Leptospira

& Autor:
C,% B — Petr Ondroveik

Kontrolni otazky: .
=

1. Jaké je zakladni omezeni diagnostiky spirochétovych infekci ve srovnani s béznymi bakteridlnimi
infekcemi?

2. Pacientovi bylo odstranéno klisté piisaté asi 2 dny v poplitealni jamce, 1ékaf navrhl zaroven odebrat krev
,ha borrelie”. Co timto ozna¢enim minil a jaky nalez lze v této souvislosti o¢ekavat?

3. Proc¢ je material, v némz byly metodou ELISA prokazany protilatky proti nékteré z borrelii, vySetien jesté
western blotem?

4. Jaké vzorky ptipadaji v tvahu pro ptimy prikaz syfilis?

5. Ma smysl testovat metodou PCR material od pacienta, ktery je séronegativni (nema protilatky proti
borreliim)?

6. Stanovuje se citlivost na antibiotika u pivodct spirochétovych infekci?

7. U téhotné zeny byla zjisténa pozitivita RRR, jaka bude interpretace tohoto nalezu, piipadné dalsi postup?

8. Je nutné pii opakovanych kontrolach syfilitikti stanovovat protilatky vzdy vSemi sérologickymi testy?

9. Ktera reakce nejlépe slouzi k posouzeni aktivity syfilis?
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