Detekce spirochet

Rod

1. Treponema pallidum — (syfilis)
turbidimetrie, latexova aglutinace,
elektrochemiluminiscence

2. Leptospira interrogans sensu lato —
(leptospirdza) MAT

3. Borrelia burgdorferi sensu lato —
(borelidza) ELISA



Detekce treponemové infekce

Trepomena pallidum-puvodce syfilis

Vr. 2012 hlaseno dalSich 12 miliont nemocnych (WHO)
Prenos: pohlavni styk

Z matky na plod

Krevni transfuze

Transplantace

Tvorba Ab: 2 tydny trva vytvoreni IgM, 2 — 3 tydny IgG

Ab zameérené proti fosfolipidovym Ag na povrchu T.
Pallidum, reakce Ab zkrizené reaguje s kardiolipinem,
ktery se uvolnuje, kdyz treponema poskodi hostitelské
bunky



Metody detekce treponemoveé infekce

1. Netreponemovy test RPR- nespecificky rychly
reaginovy test z plazmy- detekce vzniklych IK zakalovou
reakci, tj. turbidimetrii

2. Treponemovy test -T.pallidum latexova
aglutinace, latex +Ag — komplex vychytava Ab pacienta

EIA metoda, FIA metoda

Nove — prfima reakce: Ag navazany na pevny nosic a
oznaceny biotinem (konjugat)— vychytava Ab — 1.
inkubace, vznik IK- magneticka faze +luminol - 2.
inkubace a detekce elektrochemiluminiscenci



Sérokonvarza pfi infekei T.

<Netreponemovy”- nespecificky, reaginovy, kardiolipinowy test —— RPR

S

Jreponemoe testy” — |gh

Roky

Doha po infekci

Tydny

Upraveny graf ze studie Peeling ef al. (2004).%

Doba od nakazy

RPR - rychiy reaginovy test; TPLA - T pallidum latexavd aglutinece.




MAT
Mikroskopicky aglutinacni test —
specifické Ab (IgM i IgG)proti
konkrétnimu sérovaru L.i.s.l.

Kultivace sérovaru

Ag + vzorek redeného séra, otisk
srdce na filtr. papiru atd.

Mikroskopie v zastinu

Pozitivni vzorek- aglutinace vice
nez 50% leptospir



Borrelia burgdorferi s.l.

e Laboratorni detekci Ize provadét pomoci metod primych (A), kdy
detekujeme bakterie nebo jejich nukleové kyseliny a neprimych (B),
zalozenych na imunitnich mechanismech

A) Primé

e Kultivace, PCR, DFM

e Vzorky: krev, misni mok

B) Neprfimé

Pomoci neprfimého prikazu se snazime prokazat infekéni agens dle

stop, které toto agens zanechalo v organismu. Nejcastéji dochazi k
nalezu protilatek, vzacnéji k prukazu specifické bunécéné imunity

Sérologické reakce prukaz Ag nebo Ab
* Nejcastéjsi ELISA (méné FIA)
 Western blot



Stupeii 1: IgM a IgG ELISA (spoleéné nebo oddélené)

'

Pozitivoi nebo hranicéni

'

Negativoi

|

Dvou-stupiiovy protokol
vyhlisen jako negativoi

Stupeii 2: IgG a/nebo IgM Westernblot (oddélené)

'

Pozitivni

|

IgG pozitivoi, celkové pozitivai

IgM pozitivai, celkové pozitivai,
aviak klinicky relevantni pouze v
casném onemocnéni, které trva

méné néz jeden mésic

'

Negativoi

|

Dvou-stupiiovy protokol
vyhliden jako negativai




Antigeny vyuzivané v diagnostice

Znalost antigenniho povrchu je dilezita z hlediska diagnostiky. Testy
vyuzivaji nativnich celobunécné extrakty, rekombinantni antigeny
nebo syntetické peptidy. Rekombinantni antigeny jsou v testech
obsazeny samostatné nebo v kombinaci. Pfiprava rekombinantnich
proteinl se skldada z izolace genu kodujici dany protein, jeho exprese
ve vektoru a z nasledné purifikace (Cook & Puri, 2016; Bélakova et
al., 2005).

Patri mezi né predevsim imunodominantni protein flagelin (41 kDa),
protein flagelarniho plasté FlaA (37 kDa), proteiny BBK32, P39, P35 a
vnejsi povrchoveé proteiny OspA, OspB, OspC, OspE, OspF, VIsE a
DbpA. Pouzivaji se jak v testech ELISA i Western blot. Z pocatku
infekce je velice vyznamnym antigenem protein OspC (21-25 kDa),
kodovany plazmidem.

Protein OspC je exprimovan béhem sani klistéte. OspC protein je
heterogenni a byly nalezeny rozdily v aminokyselinovém slozeni u
riznych druhl Bbsl (Theisen et al., 1993; Jauris & Heipike et al.,
1993).



Rozdily byly také nalezeny mezi jednotlivymi sérotypy B. garinii. V ramci Bbsl
bylo identifikovano 69 OspC skupin (Lagal et al., 2003). Bylo prokazano, ze
protein OspC je vyznamnym faktorem virulence jak z hlediska infektivity tak
invazivity (Seinost et al., 1999). Ukazalo se, Ze protein OspC Iépe reaguje se
séry pacientl s casnou LB. VIsE protein je se svou senzitivitou srovnatelny s
OspC v Casné fazi, nicméné ma vybornou senzitivitu u pacientu s pozdnimi
projevy, zejména s neuroborelidzou. DbpA protein z riznych druhd Bbsl
detekuje prevazneée IgG protilatky. Rekombinantni BBK32 se uziva k detekci
protilatek v kterémkoliv stadiu LB. Protein P66 (66-kDa) je vyznamnou
soucasti IgG WB (Augero-Rosenfield et al., 2005).

Peptidy uzivané v testech obsahuji vybrané imunoreaktivni epitopy
imunodominantnich antigend. Tyto peptidy jsou vysoce konzervativni, proto
jsou méné krizove reaktivni nez celé antigeny. Takovymi jsou peptid C10 a C6
(IR6). Peptid C10, jez obsahuje konzervativni C terminalni aminokyseliny je
odvozen od proteinu OspC. Peptid C10 vaze predevsim protilatky IgM.
Nejvétsi citlivosti se dosahuje v casné fazi. Testy pouzivajici peptid C6, ktery
je velice imunogenni, a pochazi z konzervativni oblasti VIsE. Testy pouzivajici
peptid C6 jako antigen, maji dostatecnou citlivost a specifitu ve vsech
stadiich LB. Testy zalozeny na peptidu C6 by mohly byt pouzity samostatné a
nahradit zavedené dvou-stupriové testovani. Tyto peptidy jsou vysoce
konzervativni, proto jsou méné krizove reaktivni nez celé antigeny (Stanek et
al., 2011; Augero-Rosenfield et al., 2005; Wormser et al., 2013). V priloze ¢€.1
se nachazi tabulka prikladt antigent od spole€nosti Euroimmnun a TestLine
Clinical diagnostics, ktera patfi mezi nejvétsi producenty ELISA a WB testl v
CR.
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