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Spirochety




Opakovani T

o0
e Co obsahuje bunécna sténa mykobakterii?

Mykolov¢é kyseliny, proto je hydrofobni

® Jaké jsou tvarové moznosti bakterii?

Koky, kokotycinky, tyCinky, vlaknité tycinky az vlakna,
spirochety, beztvaré (mykoplasmata)

e Na kterych ptidach se péstuji mykobakteria?

éula, Bani¢, Ogawa, LLowenstein-Jenssen

e Co se musi ucinit pred kultivaci mykobakterii?

Mofit louhem, abys se odstranily jiné mikroby

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



Jaké znate bakterialni puvodce pohlavné 0oo
| X J

prenosnych chorob? o
N. gonorrhoeae, H. ducreyi

Ktery bakterialni pavodce meningitid je schopen se
vyskytovat epidemicky?

N. meningitidis
Ktere protilatky (Ig) mohou prochazet pres placentu?
1IgG

Zachyt jakych protilatek znaci prave probihajici
onemochneni?

IgM
Je lepsi pouzit metodu primou nebo neprimou?
pokud to jde, tak vzdy volit metodu primou




www.wadsworth.org

Spirochety

> Rod Borrelia, Treponema, I eptospira

> Spiralni bakterie, pohyblivé pomoci
intracelularnich bicika

> Jejich bunécna sténa je blizka gramnegativni, ale
podle Grama se nebarvi

> Mikroskopovat je 1ze pouze pomoci zastinu,
fluorescence anebo imunofluorescence

> Spirochety se obecn¢ prakticky nedaji kultivovat



Borrelie

e Puvodci lymské boreliozy (Borrelia burgdorferi sensu
lato)

> Borrelia burgdorferi sensu stricto (postizen{ kloubti a
myokardu)

> B. afzeli (kozni pfiznaky)

> B. garinii (neuroborelidza)

> B. lusitaniae, B. japonica, B. bissett:
e Puvodci navratnych horecek

(B. reccurentis, B. duttonz, B. hermsti)




Life cycle of Lyme disease ticks
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Lymeska borelioza
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> Prenos cClenovci, predevsim

klist’aty (u nas Ixodes ricinus)

> Vakcina neni k dispozici

> Protilatky nalézame u 10 %
zdravych osob

> Lék volby: peniciliny,
tetracykliny




Infekce probiha ve 3 fazich:

> Casné lokalizované st.
- erythema migrans

- nespecifické priznaky

> Casné disseminované st.
- borreliovy lymfocytom
- neurologické, revmatologické ¢i kardialni projevy
> Pozdni st.
- acrodermatitis chronica atrophicans

(koncetiny, trup, oblicej)




Prukaz o

> Borrelie:
- Predevsim sérologie, popt. PCR
- Sérologii se stanovuji IgM (svedci pro ¢asnou
infekci) a IgG protilatky metodou ELISA

- Pozitivni nalez se ovefuje Western blotem, ten je
specificté)si metodou



Treponema pallidum

> Puvodce syfilis (poddruh T. pallidum subsp. pallidum)

> Syfilis je klasicka pohlavni nemoc, pfenasi se vyhradne
sexualné. Jde ovSem o systémové onemocnéni — v pokrocilych
stadiich postihuje celé télo postizeného cloveka (gummata,
disekce aorty, neurolues, psychické pfiznaky)

> Nckteré poddruhy T. pallidum a néktera jina treponemata
zpusobuji jiné choroby (framboesie — yaws, I. pallidum subsp.
Dertenue)

> Ncktera treponemata jsou 1 nepatogenni- na sliznicich dutiny
ustni a genitalu



Pribéh syfilis e

> Casna syfilis

- Primarni syfilis (ulcerace na genitalu- tvrdy vied)

- Sekundarni syfilis (diseminace, nespecifické symptomy,
generalizovana vyrazka, condylomata lata)

. Casna latentn{ syfilis (asymptomaticka, relapsy
sekundarni faze)

> Pozdni syfilis
- Latentni syfilis (cca 10-20 let)

- Terciarni syfilis (gummata, kardiovaskularni lues,
neurosyfilis)

> Vrozena syfilis



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)




Treponemata: pfimy prukaz

> Piimy priakaz se déla zfidka

> Mikroskopie: Pouziva se nativni preparat — zastin,
mimo to lze provést fluorescencni barveni

> Kultivace ant biochemicka identifikace se nepouzivaji

> Prikaz antigenu lze provést pfimou IMF

> Pokus na zvifett: Existuje tzv. RIT — Rabbit
infectivity test (test infekcnosti na kralikovi)

> PCR diagnostika se stava ¢im dal dtlezitejsi



Treponemata: nepfimy prikaz oo

> Pouzivaji se netreponemové testy, kde antigenem je zpravidla
kardiolipin a treponemové testy, kde antigen je ziskan opravdu z
Treponema pallidum

> Diagnostika se sklada ze screeningu a konfirmace. Konfirmuje se
vse, co ve screeningu vyslo pozitivni ¢i asponl hranicni, a dokonce 1
to, co bylo negativni, je-li davod

> Screeningove se zpravidla pouzije jeden netreponemovy a jeden

treponemovy test, konfirmace se provadi pomoci velmi spolehlivych
treponemovych testt

> Indikaci ke konfirmaci je:

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

e pfitomnost suspektnich 1éz{ na téle, nebo anamnéza rizikového sexualniho
styku — zde 1 v pfipadé negativity obou reakci



Piehled nejduleZzitéjsich eecs

nepfimych test na lues :

Historicky BWR — Bordet Wassermann g

Screeeningové RRR — Rapid Reagin Test i
TPHA -

Konfirmaéni ELISA gj
FTA-ABS (nepf. imunofluorescence) (QBD\
Western Blot

TPHA — I. pallidum pastvni hemaglutinacni test



Rod Leptospira

» Jemné pravidelné zavity, na koncich hackovité¢ ohnuté
» Komplikovana taxonomie- dnes deleni na 17 genomospecies,
puvodné na 2 druhy

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

» Zpusobuji zoondzy- tzv. leprospirozy, clovek se nakazi kontaktem s
moci infikovaného zvifete (mysSoviti hlodavci, prase, skot)- koupani,
konzumaci kontaminované vody ¢i potravy

» Priznaky mohou byt rlizné, od ,,chfipkotyfovych® pfiznakd serovaru
Grippotyphosa (blat’acka horecka) az po zloutenku a krvacivé
stavy (Weilova choroba) serovaru Ictero-hemorragiae
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Borrelie: uvod k ukoluim 1 az 3 33

*/

> Mame pét pacientq, ktefi z rdznych davodi prichazéi k

vysetreni na borreli6zu.

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

e Pacient K: citi se ospaly, v 1ét¢ mel klisté; jiné potize nejsou
pfitomny

e Pacient L: neurologové nalezli typické klinické pfiznaky

neuroboreliézy

o ,Pacient* M: zdrava osoba, ale v 1ét¢ m¢l kliste, a citi se
ohrozen rizikem borrelidzy, protoze si precetl o tomto riziku.

e Pacient N: je u néj podezfeni na neuroboreliézu, avsak neni
to jasne



Ukol 1: ELISA - Borrelia e

> Prukaz protilatek proti Borellia garinzi
> Mate k dispozici vysledky reakce ELISA ve formé

hodnot absorbance

> Pozitivni jsou pacienti s hodnotami vyssimi nezli
hodnota v kalibracnim dalku (CAL). Ten se nachazi v
pozict Al, B1 a C1 jsou kontroly

> Provérte vysledky pacientt |, K, I, M, N ve tfidach
IoG 1 IgM



Pacienti — ELISA, jak jdou po sobé
jednotliva Cisla pacientu:

IgM IgG
CAL J CAL J
K+ K K+ K
K- L K- L
N




Ukol 2: Borrelie — konfirmace WB | 82:¢

> Konfirmuji se pouze pacienti pozitivni v reakci ELISA,
nebo indikovani z klinickych dtvodi. V nasem piipadé
jsou to vsak vsichni pacienti |, K, L, M, N (vsichni byli v
reakct ELISA pozitivni, s vyjimkou pacienta |, ktery vsak
ma erythema migrans, takze je bez ohledu na negativitu
ELISA indikovan ke konfirmaci.

> Pozitivita WB je definovana nasledovne:
> u IgM povazuje pozitivita v pruhu p 25, OspC
> u IgG povazuje pozitivita v pruhu VIsE

> Odectcte tedy vysledky IgG 1 IgM u nasich pacient.



Ukol 3: Borrelie — PCR °ce

*vV/

> PCR je reakce pfimého prikazu, je tedy prikazné;s
nez hledani protilatek, zvlast’ u cerstvé infekce

> K reakci PCR jsou indikovani z nasich pacientt pouze
pactentt L. a N.

> Zjistéte, ktery pacient je pozitivni
> Pozitivita = sviti prouzek detekované reakce
> Interni kontroly tentokrat nebyly pouzity

> Uplné vpravo je ladder (hmotnostni méfitko)



Z.avér k ukolim 1 az 3

> J: Nutno lécit doxycyklinem (1 pfesto, ze je seronegativni,
klinické pfiznaky jsou dostatecné padnym divodem k
1écbe)

> K& Ziejme jen pamét’ové protilatky, nutna dalsi
diferencialni diagnostika

> L: Skutecné jde o neuroboreliozu, 1écba ceftriaxonem

> M: Pacient je v poradku (kdysi mozna prodclal
bezptiznakovou borrelidzu, 10 % populace ma pozitivni
1gG)

> N: pozitivni IgM v ELISA nepotvrdil WB ani PCR, zfejmé
zkfizena reakce, nutno patrat po jinych neuroinfekcich



Ukol 4: P¥imy prikaz syfilis 3+

> 4a- z etickych davodu 1 z divodu pracnosti se pouziti

RIT minimalizuje. Proto ani nemame k dispozici

o)

brazky vysledkt tohoto testu

> 4b- mikroskopie v zastinu— prohlédnéte si obrazky a

O

bkreslete st je do protokolu (princip 1 vzhled

Treponema pallidum)

> 4c- prima IMF — prohlédncéte si jesteé dalsi obrazek a
zakreslete vysledek pfimé imunofluorescence



4a New Zealand Rabbit
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Ukoly 5 a 6: Serologie syfilis HE
(screening a konfirmace ) o

> V ukolu 5 vybereme ze screeningovych pacientt ty, které je
tfeba konfirmovat

> V ukolu 6 potvrdime jejich diagnozu a ucinime konecny zavér
> Pracujeme s pétici pacientt:
> A = tchotna zena (bézny screening, neni zvysSené riziko
sytilis
> B = pacient s dva dny trvajici 1ézi, ktera vypada jako ulcus
durum
> C = pacient se suspektni lues latens
> D = darce krve (pouhy screening)

> B = dit¢ s pravdépodobnou vrozenou sytilis



Ukol 5: RRR a TPHA

> U RRR je pozitivni dilek se zakalem (vypada
podobne¢ jako pozitivni kontrola)

> TPHA: Prohlédnéte s1 panel na bo¢nim stole.
Vyhodnoceni pacienta A, B, C, D, E proved'te dle

obrazku na nasledujici obrazovce



TPHA °

@Um

- Pozittvni — vznika aglutinat, pfi pohledu shora
chuchvalec nepravidelného tvaru

- Negativni —klesaji na dno a vytvareji denzni
pravidelnou kulatou tecku pfi pohledu shora



Piipomenuti
TPHA

Pozitivni kontrola (rizna mira pozitivity)

Negativni kontrola

Pacienti (1, 2, 3)

Technicke dulky

Vlastni reakce




TPHA — hodnoceni:




Vysledky — screening

RRR TPHA ZAVEr
A konfirmace
B konfirmace*
C konfirmace
D konfirmace neni nutna
E konfirmace

*V Ysledek je sice negativni, ale konfirmacni reakce budou provedeny s ohledem

na klinickou situaci



Ukol 6: Konfirmace syfilis oe

Konfirmacni reakce I

Vysledky reakce FTA-ABS:

konfirmace se
neprovadi ot
"




Konfirmacni reakce 11 -

> Hodnoceni ELISA reakce:
Nejprve spocitejte cut off a nahrad’te otazniky
c.o0.= (C1+D1)/2
IoG: Hodnoty vyssi nez 2272 jsou pozitivni
IgM: Hodnoty vyssi nez 2?? jsou pozitivni

> Hodnoceni Western blottu

> Za pozittvni v IgG 1 v IgM povazujte vSsechny pasky, na

kterych umisténi a usporadani prouzkt zhruba odpovida
pozitivni kontrole



Konfirmacni reakce 111

> Hodnoceni ELISA reakce:
IgG: Hodnoty vyssi nez 0,366 jsou pozitivni
IgM: Hodnoty vyssi nez 0,494 jsou pozitivni
> Hodnoceni Western blottu

Za pozitivni v IgG 1 v IgM povazujte vSechny pasky, na
kterych umisténi a uspofadani prouzkt zhruba odpovida
pozitivn{ kontrole



Vysledky - konfirmace

FTA- IgM IeG o
Zaver
ABS |ELISA |WB |ELISA |WB
0 0 0 0 0 Nejde o lues. Asi falesné +
(napft. po ockovani)
0 0 0 0 0 PCR nutné. U cerstvé inf.
je mozna seronegativita
+ 0 0 + + Opravdu jde o lues latens,
jak se pfepokladalo.
konfirmace neprovedena Darce je v pofadku
+++ |+ + + + Jde o kongenitalni syfilis.

Vysetfime také krev matky.




Ukol 7: diagnostika
leptospir

> Prohlédnéte si
obrazek a obkreslete

jj
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LEPTOSPIRY



