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Spirochety




Spirochety 00
» Rod Borrelia, Treponema, Leptospira

» Spiralni bakterie, pohyblivé pomoci intracelularnich
biCiku (penetrace tkanemi, ochrana pred fagocyty)
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> Jejich bunecna stena je blizka gramnegativni, ale
podle Grama se nebarvi

» Mikroskopovat je Ize pouze pomoci zastinu,
fluorescence anebo imunofluorescence

» Spirochety se obecne prakticky nedaji kultivovat



Borrelie

e Puvodci lymskeé borelidzy (Borrelia
burgdorferi sensu lato)

» Borrelia burgdorferi sensu stricto (postizeni
kloubl a myokardu)

> B. afzelii (kozni priznaky)
» B. garinii (neuroborelioza)
» B. lusitaniae, B. japonica, B. bissett

e Puvodci navratnych horecCek
(B. reccurentis, B. duttoni, B. hermsii)



Life cycle of Lyme disease ticks
Eggs m

Lymeska borelidoza

» Zoonoza

» Prenos Clenovci, predevsim
klistaty ( u nas Ixodes ricinus)

> Rezervoar: stredne velci a mali
savci, hlodavci

> Incidence v CR: 40-60/100 000 ob.

» Protilatky nalézame u 10 % zdravych osob

> Prodéelané onemocnéni chrani

jen Castecne
» Lek volby: peniciliny, %

tetracykliny




Infekce probiha ve 3 fazich:

> Casné lokalizované st.
- erythema migrans
- nespecifické priznaky

> Casné diseminované st.
- borreliovy lymfocytom (nejCastéji na usnich boltcich)
- neurologické, revmatologicke Ci kardialni projevy

» Pozdni diseminované st.
- Unavnost
- acrodermatitis chronica atrophicans - papiro
ztenCena kuze (koncetiny, trup, obliCej)
- encefalitida, artritida, kardiomyopatie




Prukaz -

> Borrelie:
- Predevsim seérologie, popr. PCR
- Sérologii se stanovuji IgM (svédci pro
casnou infekci) a 1gG protilatky metodou
ELISA

- Pozitivni nalez se overuje Western blotem,
ten je specifictejsi metodou



Treponema pallidum

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

» SYfilis je klasicka pohlavni nemoc, prenasi se
vyhradne sexualne.
> Nektere poddruhy T. pallidum a nektera jina

treponemata zpusobuji jiné choroby (framboesie —
yaws, T. pallidum subsp. pertenue)

> Nektera treponemata jsou | nepatogenni- na
sliznicich dutiny ustni a genitalu



Prubéh syfilis o

> Casna syfilis
- Primarni syfilis (ulcerace na genitalu- tvrdy vied)

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

. Casnd latentni syfilis (asymptomaticka, relapsy
sekundarni faze)

> Pozdni syfilis
- Latentni svfilis (cca 3-20 let)

- Tercialni syfilis (gummata, kardiovaskularni
lues, neurosyfilis, tabes dorsalis)

> Vrozena syfilis




Chancre

PRIMARY (male or female genitalia)

Systemic
dissemination

i

SECONDARY

Lymphadenopathy
Rash: paims, soles

Latency 1-30 yr

Para&ytié dementia
&3 Aortic aneurysm
TERTIARY Aortic insufficiency

Tabes dorsalis
Gummas (widespread)




Treponemata: primy prukaz

> Primy prukaz se déla zfidka

> Mikroskopie: Pouziva se nativni preparat — zastin,
mimo to Ize provest fluorescencni barveni

» Kultivace ani biochemicka identifikace se
nepouzivaji

> Prukaz antigenu Ize provést primou IMF

» Pokus na zvireti: Existuje tzv. RIT — Rabbit
infectivity test (test infekCnosti na kralikovi)- raritni

7 u a4



Treponemata: neprimy prukaz |

» Pouzivaji se netreponemove 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 Ci aspon
hrani¢ni, a dokonce i to, co bylo negativni, je-li davod

» Screeningove se zpravidla pouzije jeden netreponemovy a
jeden treponemovy test, konfirmace se provadi pomoci
velmi spolehlivych treponemovych testu

» Indikaci ke konfirmaci je:

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

pritomnost suspektnich lézi na téle, nebo anamnéza rizikového
sexualniho styku — zde i v pfipadé negativity obou reakci
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Prehled nejdulezitéjsich
neprimych testu na lues

Screeeningové RRR — Rapid Reagin Test
TPHA

Konfirmacéni ELISA
FTA-ABS (nepr.

Imunofluorescence)

Western Blot

anowsuodal ] |'neN

TPHA — T. pallidum pasivni hemaglutinacni test



Rod Leptospira

» Jemné pravidelné zavity, na koncich hackovite ohnuté
> Zpusobuji zoondzy- tzv. leprospirdzy, Clovék se nakazi
Kkontaktem s moci infikovaneého zvirete (mysoviti

nlodavci, prase, skot)- koupani, konzumaci
Kontaminovane vody Ci potravy

> Blat’acka horecCka (serovar Grippotyphosa )-
chripkovite priznaky, dobra prognoza

> Weilova choroba (serovar Icterohemorragiae)- 1.
faze podobna blatacke horecCce, ve 2. fazi nastupuje
ikterus, renalni selhani, krvacivé projevy na kuzi a
sliznicich




Prukaz

> Leptospiry:
Pouziva se zastinova
mikroskopie a kultivace
ve specialnim mediu,
PCR

)




Borrelie: ivod k ukolum 1 az 3 | 32

> Mame pét pacientu, ktefi z ruznych duvodu
prichazeji k vysetreni na borreliozu.

Pacient J: klinicky definované erythema migrans
(jasny obraz, ne jen podezreni)
Pacient K: citi se ospaly, v léte mél kliste; jiné potize
nejsou pritomny
Pacient L: neurologove nalezli typicke klinické
priznaky neuroboreliozy

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

Pacient N: je u ngj podezreni na neuroborelidzu,
avsak neni to jasné



Ukol 1: ELISA — Borrelia :

» Prukaz protilatek proti Borellia garinii

» Mate k dispozici vysledky reakce ELISA ve
formé hodnot absorbance

» Pozitivni jsou pacienti s hodnotami vyssimi
nezli hodnota v kalibracnim dulku (CAL). Ten
se nachazi v pozici Al, B1 a C1 jsou kontroly

> Provérte vysledky pacientu J, K, L, M, N ve
tridach IgG i IgM



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

1gG
CAL N
K+ K
K- L

IeM
CAL J
K+ K
K- L
M




Ukol 2: Borrelie — konfirmace WB | s

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

> Pozitivita WB je definovana nasledovné:
» U IgM povazuje pozitivita v pruhu p 25, OspC
» U lgG povazuje pozitivita v pruhu VIsSE

» Odectete tedy vysledky IgG 1 IgM u nasich
pacientu.



Ukol 3: Borrelie — PCR .

> PCR je reakce primého prukazu, je tedy
prukaznéjsi nez hledani protilatek, zvlast u
cerstve infekce

> K reakci PCR jsou indikovani z naSich pacientu
pouze pacienti L a N.

> Z]istete, ktery pacient je pozitivni

» Pozitivita = sviti prouzek detekované reakce
> Interni kontroly tentokrat nebyly pouzity

> Uplné& vpravo je ladder (hmotnostni mé&Fitko)




Zaver k ukolum 1 az 3 -

> J: Nutno léCit doxycyklinem (i presto, ze je
seronegativni, klinické pfiznaky jsou dostatecné
padnym duvodem k |éCbé)

> K. Zfejmeé jen pameétoveé protilatky, nutna dalsi
diferencialni diagnostika

> L. SkuteCné jde o neuroborelidzu, IéCba
ceftriaxonem

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

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



Ukol 4: Pfimy prakaz syfilis

» 4b- mikroskopie v zastinu— prohlédnete si
obrazky a obkreslete si je do protokolu (princip |
vzhled Treponema pallidum)

» 4c- prima IMF — prohlednéte si jeste dalsi
obrazek a zakreslete vysledek prime
Imunofluorescence
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Ukoly 5 a 6: Serologie syfilis | 3:::

(screening a konfirmace ) :

> V ukolu 5 vybereme ze screeningovych pacientu ty,
které je treba konfirmovat

» V ukolu 6 potvrdime jejich diagnozu a uCinime konecCny
zaver
> Pracujeme s pétici pacientu:
» A =tehotna zena (bezny screening, neni zvysene
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 =dité s pravdépodobnou vrozenou syfilis




Ukol 5: RRR a TPHA

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

» TPHA: Prohlednéte si panel na boCnim stole.
Vyhodnoceni pacientu A, B, C, D, E provedte
dle obrazku na nasledujici obrazovce



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

- Negativni —klesaji na dno a vytvareji denzni
pravidelnou kulatou teCku pri pohledu shora




Pfipomenuti
TPHA

Pozitivni kontrola (riizna mira pozitivity)

Negativni kontrola

Pacienti (1, 2, 3)

Technickeé dulky

Kontrola

Vlastni reakce
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Vysledky — screening

RRR | TPHA zaver

A konfirmace

B konfirmace*

C konfirmace

D konfirmace neni nutna
E konfirmace

*Vysledek je sice negativni, ale konfirmacni reakce budou

provedeny s ohledem na klinickou situaci



Ukol 6: Konfirmace syfilis e

Konfirmacni reakce |

Vysledky reakce FTA-ABS:

A B C
H N

D

konfirmace se
neprovadi yrt
y 4




Konfirmacni reakce |l

> Hodnoceni ELISA reakce:
Nejprve spocitejte cut off a nahradte otazniky
- C.0.=(C1+D1)/2
IgG: Hodnoty vysSi nez ??77? jsou pozitivni
IgM: Hodnoty vySsSi nez ??7? 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



Konfirmacni reakce Il

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

- Za pozitivni v IgG i v IgM povazujte vsSechny
pasky, na kterych umisténi a usporadani prouzku
zhruba odpovida pozitivni kontrole



Vysledky - konfirmace

FTA- IgM I9G s
Zaver

ABS |ELISA |WB |ELISA |WB

0 0 0 0 0 Nejde o lues. Asi falesné
+ (napf. po ockovani)

0 0 0 0 0 PCR nutné. U Cerstve inf.
je mozna seronegativita

+ 0 0 + + Opravdu jde o lues
latens, jak se
prepokladalo.

konfirmace neprovedena Darce je v poradku

+++ + + + + Jde o kongenitalni syfilis.

Vysetrime také krev
matky.




Ukol 7:
diagnostika
leptospir

» Prohlédnete si

obrazek a
obkreslete jej

LEPTOSPIRY



