LT 5661 B

1o LT 5661 B

(19)
122 PATENTO APRASYMAS
(11) Patento numeris: 5661 (51) Int. Cl. (2006): GO1N 33/00
GO1N 33/569
(21) Paraiskos numeris: 2008 094
(22) ParaiSkos padavimo data: 2008 11 21
(41)  ParaiSkos paskelbimo data: 2010 05 25
(45)  Patento paskelbimo data: 2010 07 26
(62) Paraiskos, i$ kurios dokumentas i§skirtas, numeris:
(86)  Tarptautinés paraiSkos numeris:
(86)  Tarptautinés paraiSkos padavimo data: -
(85) Nacionalinio PCT lygio proceduros pradzios data:  —
(30) Prioritetas: e
(72) ISradéjas:
Vida Elena GRAZIENE, LT
(73) Patento savininkas:
Vida Elena GRAZIENE, Architekty g. 66-20, LT-04113 Vilnius, LT
(74) Patentinis patikétinis/atstovas:
Gediminas PRANEVICIUS, Varul Vilgerts Smaliukas, Konstitucijos pr. 7, LT-
09308 Vilnius, LT
(54) Pavadinimas:
Infekty tyrimo artritinio sanario skystyje, panaudojant negatyvinio kontrasto
elektronine mikroskopija (NEM), budas
(57) Referatas:

ISradimas yra i§ medicinos srities. RA ir ReA ligoniy sinovinio skyscio (SS) tyrimui panaudota negatyvinio

kontrasto elektroniné mikroskopija (NEM). Tyrimo tikslas - kuo ankséiau identifikuoti infektus, galimus artrito
sukéléjus. Bado esmeé - tinkamas SS paruo§imas NEM tyrimui: 1) fiksacijai naudojamy komponenty skiedimas
natrio kakodilato buferiu, 2) optimalus fiksuoto ir inaktyvuoto SS darbinis praskiedimas destiliuotu vandeniu; 3)
panoraminio EM rasty infekty mikrovaizdo sudarymas konkreéiam artritu serganciam ligoniui.



LT 5661 B

Technikos sritis

Isradimas susijgs su medicina, konkrec¢iai - negatyvinio kontrasto elektroninés

mikroskopijos (NEM) panaudojimu infekty tyrimui pakenkto sanario skystyje.

Technikos lygis

Vienos dazniausiy autoimuniniy létiniy uZdegiminiy sanariy ligy yra sunkiai ir
kartais labai ilgai (nuo 6 mén. iki 2 mety) diagnozuojamas reumatoidinis artritas (RA) ir
daznai laiku neatpaZjstami reaktyvieji artritai (ReA), kuriy chronizacija sukelia ligoniui
sunkias komplikacijas, invalidizacijg ir ankstyva mirtj.

Dar praeity mety publikacijose ReA buvo vertinamas kaip autoimuninis sterilus
sanario uzdegimas, kuri sukelia nuotoliné infekcija, kurios patogeniniai agentai, gram-
neigiamos bakterijos (Chlamydia, Yersinia, Salmonella, Campylobacter,  Shigella,
Escherichia coli ir kitos) reziduoja ligonio gleivinése (lytiniy taky ir Zarnyno) ir nuotoliniu
budu pakenkia sanarius individy, kurie turi Zmogaus leukocity antigena (HLA) B27
(Kuuliala K, Orpana A, Leisalo-Repo, Repo H. Neutrophils of healthy subjects with
history of reactive arthritis show enchanced responsiveness, as defined by CDI11b
expression in adherent and non-adherent whole blood cultures. Rheumatology 2007; 46(6):
934 —7; Leisero-Repo M, Hann T, Mattila L. Microbial factors in spondyloarthropathies:
insights from population studies. Curr Opin Rheumatol 2003; 15; 408 — 12; Garg AX, pope
JE, Thiessen-Philbrook H, Clark WF, Quimet J. Arthritis risk after acute bacterial
gastroenteritis. Rheumatology 2008; 47(2): 200 - 4.). Manoma, kad net 8 Influenzavirus
nukleoproteinai tampa specifiski citotoksiniy T limfocity klonams, persirgus natiiraliai $ig
infekcijg, ir siejami su HLA B27 artritu, koks daZniausiai yra ReA (Bowness P, Moss PA,
Rowland-Jones S, Bell JI, McMichael AJ. Conservation of T cell receptor usage by HLA
B27- restricted influenza-specific cytotoxic T lymphocytes suggests a general pattern for
antigen-specific major histocompatibility complex class 1 - restricted response. Eur J
Immunol 1993: 23(11): 1417 - 2122). Toks T limfocity klonas yra CD8 limfocitai, randami
ReA ligoniy sinoviniame skystyje, kurie atakuoja HLA B27 neSiojanéiy individy

Salmonella ir Yersinia bakterijas ir sukelia artrita (Hermann E, Yu DT, Meyer zum
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Biischenfelde KH, fleischer B. HLA-B27-restricted CD8 T cells derived from synovial
fluids of patients with reactive arthritis and ankylosing spondylitis. Lancet 1993;
342(8872): 646 - 5023).

RA yra neZinomos etiologijos autoimuniné liga salygojama saveikos genetiniy ir
aplinkos faktoriy. Dalis specifiniu leukocity antigeny yra genetiniai RA Zymenys, kaip
HLA-DR, ypa& dvi alelés: HLA-DRB1*04 siejama su ekstrasanarine RA liga ir
reumatoidiniu vaskulitu, o HLA-DRB1*0404 alele su antiklinais prie$ citrulinintg
fibrinogena, kuri peptidylarginino diaminazés paveréia citrulinu (Deighton C, Criswell LA.
Recent advances in the genetics of theumatoid arthritis. Curr Rheumatol Rep 2006; 8(5):
394 — 400; Auger I, Sebbag m, Vincent C, Balandraud N, Guis S, Nogueira L, Svensson B,
Cantagrel A, Serre G, Roudier J. Influence of HLA-DR genes on the production of
rheumatoid arthritis-specific autoantibodies to citrullinated fibrinogen. Arthritis Rheum
2005; 52(11): 3424 —32). Sergantiems RA dar randami antikiinai prie$ citrulinintus [ ir II
tipo kolageny ir vimetino telopeptidus (Koivula MK, Aman S, Alasaarela E, Karjalainen,
Hakala M, Risteli J. Inhibitory characteristics of citrullinated telopeptides of type I and II
collagens for autoantibody binding in patients with Rheumatoid arthritis. Rheumatology
2006: 45(11): 1364-9; Vossenaar ER, Despres N, Lapointe E, van der Heijden A, Lora M,
Sensshu T, van Venrooij W, Menard HA. Rheumatoid arthritis specific anti-sa antibodies
target citrullinated vimetin. Arthr Res Therapy 2004; 6(2): R142-R150). Pries§ juos, kaip
RA autoantigenus, pakenkto sanario sinovijoje (dangale iSklojan¢iame viding sanario
(Poulsom H, Charles PJ. Antibodies to citrullinated Vimetin are a specific marker for
diagnosis of Rheumatoid arthritis. Clin Rev Allergy Immunol 2008; 34(1): 4-10.). Tiriant
anti-CCP AK, retai randamus ligoniams infekuotiems hepatito C virusu (HCV), galima
patikimai atskirti reumatologinius poZymius ar Sjégreno sindroma salygotus HCV nuo RA
(Sene D, Ghillani-Dalbin P, Limal N, Thibault V, van Boekel T, Piette JC, Cacoub P. Anti-
cyclic citrullinated peptidr antibodies in Hepatitis C virus associated rheumatological
manifestations and Sjégren‘s syndrome. Ann Rheum Dis 2006; 65(3): 394-7).

Morfologiskai tiriant sinovijg, palisadiné sinovijos fibroblasty (SF) proliferacija
subsinoviniame sluoksnyje vertinama kaip svarbiausias RA patognominis poZymis (Huber
LC, Distler O, Tarner I, Gay S, Pap T. Synovial fibroblasts: key players in Rheumatoid
arthritis. Rheumatology 2006; 45(6): 669-75). Proliferuojantys SF uZaugina sinovijos
panusg, pusiau véZinj audinj, kuris pasiZymi auk$tu invazyvumu. SF' panusas uZpildo

sanario ertme, apkloja sanariy kremzlinius pavirius, iSskiria metaloproteinazes,
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kolagenazes, lektinus, chemokinus ir uZdegiminius citokinus, kurie suardo hialining
kremzle, kaulus, sugriauna sanarj ir sukelia ankstyva osteoporoz¢ (Tolboom TCA, van der
Helm van Mil, Nelissen RGHH, Bredveld FC, Toes REM, Huizinga TWJ. Invasiveness of
fibroblast-like synoviocytes is of relevance for the rate of joint destruction in patients with
rheumatoid arthritis and is a patients characteristic. Arthritis Res 2005; 7(1): P42. doi:
10.1186 / ar 1563). Sis pusiau véZinis sinovijos panusas, atskiria RA nuo kity uzdegiminiy
sanario ligy (Fassbender HG. What destroys the joint in rheumatoid arthritis? Arch Ortop
trauma Surg 1998; 117(1-2): 2-7). Tik neseniai paai$kéjo, kad RA SF' turi mutuota p53
geng, kurio aktyvinimas slopina ju apoptoze, SF patiria fenotipinius poky¢ius, tampa
nemirtingais, pusiau maligniniais, jgyjanéiais pre-malignines charakteristikas (Aupperle
KR, Boyle DL, Hendrix M, Seftor EA, Zvaifler NJ, Barbosa M, Firestein GS. Regulation
of synoviocyte proliferation, apoptosis, and invasion by the p53 tumor suppressor gene.
Am J Pathol 1998; 152: 1091-8; Miiller-Ladner U, Nishioka K. P53 in Rheumatoid
arthritis: friend or foe? Arthritis Res 2004; 2(3): 175-8). Sios p53 geno mutacijos atsiranda
ankstyvose RA ligos stadijose, kai dar néra tikslios artrito diagnozés, bet egzistuoja per
visa RA eigg. Jei p53 néra mutuotas, jo aktyvinimas skatina SF apoptuoti, atstatyti DNR ir
apsaugoti sinovijg nuo nesibaigiancios lasteliy proliferacijos ir véZinés tranformacijos.

Kas sukelia ankstyva sinovijos audinio normaliy fibriliniy baltymy citrulininima ir
SF geno pS3 mutacijas - neZinoma.

2007 m. pasirodé¢ italy reumatology publikacija, kurioje skelbiama, kad virusy
citrulininami peptidai (VCP) sukelia anti-VCP gamyba, o ju IgA izotipas atskiria RA nuo
kity létiniy artrity (Anzilotti C, Riente L, Pratesi F, Chimenti D, Delle Sedie A,
Bombardieri S, Migliorini P. IgG, IgA, IgM antibodies to a viral citrullinated peptide in
patients with rheumatoid arthritis, chronic arthritides and connective tissue disorders.
Rheumatology 2007; 46(10): 1579-82). Virusiniai komponentai ar dalelés, nustatomi
sudétingais molekulinés biotechnologijos metodais, siejami su RA ir kitomis
autoimuninémis ligomis. Su RA siejami: Parvovirus B19 VP ir NS1 genai (Peterlana D,
Puccetti A, Beri R, Ricci M, Simeoni S, Borgato L, Scilanga L, Ceru S, Corroche R,
Lunardi C. The presence of Parvovirus B19 VP and NS1 genes in synovium is not
correlated with Rheumatoid Arthritis. J Rheumatology 2003; 30: 1907 - 10. Lehmann HW,
Knoll A, Kister RM, Modrow S. Freaquent infection with viral pathogen, parvovirus B19,
in rheumatic diseases of childhood. Arthritis Rheumatism 2003; 48(6): 1631-8. Mayer O.
Parvovirus B19 and autoimmune diseases. Joint Bone Spine 2003; 70(1): 6-11), Epstein-

Barr virusas (Balandraud N, Meynard JB, Auger I, Sovran H, Mugnier B, Reviron D,
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Roudier J, Roudier C. Epstein Barr virus load in peripheral blood of patients with
rheumatoid arthritis: accurate quantification using real-time polymerase chain reaction.
Arthritis Rheumatism 2003; 48(5): 1223-8.), A-tipo retrovirusai (Lentivirus), kuriy net 6%
endogeninés retrovirusinés (ERVs) sekos yra inkorporuota { Zmogaus genoma, o HTLV-1
viruso endogenini retrovirusini L1 elementa ekspresuoja RA sinoviocitai-A, panuso
invazijos i kremzle vietos (Sander DM, Szabo S, Gallaher WR, Deas JE, Thompson JJ,
Cao Y, Luo-Zhang H, Liu LG, Colmegna I, Koehler J, Espinoza LR, Alexander SS, Hart
DJ, Tom DM, Fermin CD, Jaspan JJ, Kulakosky PC, Tenenbaum SA, Wilson RB, Garry
RF. Involvement of human intracisternal A-retroviral particles in autoimmunity. Microsc
Res Tech 2005; 68(3-4): 222-34; Carty SM, Snowden N, Silman AJ. Should infection still
be considered as the most likely triggering factor for rheumatoid arthritis. J] Rheumatology
2003; 30; 425-9). Su kitais virusiniais elementais, tokiais, kaip Zmogaus intracisterniné A-
tipo retrovirusiné dalelé HIAP-II, siejami AK prie§ DNR teigiamumas, sergant RA ir
sistemine raudongja vilklige (SRV).

Epstein-Barr virusas (EBV) siejamas ne tik su RA, bet ir kitomis reumatinémis
ligomis SRV, Kavasaki liga. Persirgus EBV infekcija, ji iSsivysto | visa gyvenimg
persistuojancia infekcija net 90% pasaulio populiacijai. Latentiniai genai ant EBV
asocijuoja su limfoepitelinémis karcinomomis (ryklés, tonziliy, skrandZio, seiliy liauky,
plau¢iy ir burnos ertmés). EBV genomas turi 5 miRNR, kurios arba kuri nors viena
atakuoja lasteliy, ypal B limfocity receptorius aktyvinanéius imuning sistema, kuo
aiSkinamas su EBV siejamy limfomy atsiradimas (Burkito ir HodZkinso). EBV miRNR
atakuoja ir véZio supresorini gena p53, dar vadinama genomo karaliumi, ir sutrikdo Iasteliy
apoptoze (Epstein-Barr viruses. Google http://focosi.immunesig.org/EBV-1°gif). Gal biit,
taip yra sergantiems RA, kai sinovijos subsinovinio sluoksnio SF' jgyja mutuota p53
receptoriy, praranda gebéjima apoptuoti, tampa nemirtingais, proliferuodami uzaugina
sinovijos panusa savo fermentais ir mediatoriais sugriaunantj sanario hialining kremzlg ir
pati sanari.

Be to, sergantieji RA ir neuzdegiminémis raumeny-skeleto ligomis daZniau serga
Herpes zoster virusine infekcija, nepriklausomai nuo gydymo btudo (Wolfe F, Michaud K,
Chakreavarty EF. Rates and prediktors of Herpes Zoster in patients with rheumatoid
arthritis and non-inflammatory musculoskeletal disorders. Rheumatology 2006; 45(11):
1370-5), tad sergamumas negali biiti siejamas su imuniteto nuslopinimu vaistais.

Mikrobai (Mycoplasma, Chlamydia, Proteus mirabilis, Bortatella, Acinobacter)

taip pat itariami sukeliantys RA (Taylor-Robinson D. Mycoplasmas in rheumatoid arthritis
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and other human arthritides. J Clin Pathol 1996; 49:781-2.; Schaeverbeke T, et al.
Mycoplasma fermentans but not M. penetrans, detected by PCR assays in synovium from
patients with rheumatoid arthritis and other rheumatic disorders. J Clin Patol 20067; 49:
824-8; Villareal C, Whittum-Hudson JA, Hudson AP. Persistent Chlamydiae and chronic
arthritis. Arthritis Res 2002; 4: 5-9). Jie pagamina didZiulius kiekius mikrobiniy
liposacharidy (LPS), kuriy randama sinovijos ekstraktuose. LPS gali suriSti prokolagenus
sudarydami prokolageno endotoxino kompleksus ir blokuoti tropokolageno sintezg
sinovijos RA SF lastelése, skatinti metaloproteinaziy ir kolagenaziy gamyba. Pagaliau,
skirtingi Boreliju genomai (Borrelia Burgdorferi, B.afzelii, B.garinii) sukelia sanariy
pakenkima-poliartrita, labai pana$y | RA, minkstyjy audiniy pakenkima, vadinama
Erythema migrans, sklerodermija (Forlow J, Postic D, Smith KL, Jay Z, Baranton G, Keim
P. Strain typing of Borrelia burgdorferi, Borrelia afzelii, and Borrelia garinii by using
multiple-locus variable-number tandem repeat analysis. J C M (Journal Clinical
Microbiology) 2002; 40(12): 4612-18).

Atlikus labai sudétinga RA SF ekspresuojamy baltymy - proteosomy mRNR
analize masés spektrometru, buvo rasta 260 baltymuy, kaip potencialiy RA autoantigeny, 1§
ju 29 buvo ypaé aktyviis RA ligoniams, tarp ju BiP, colligin, HCgp-39 (Dahlmann B. Role
of proteosomes in disease. BMC Biochemistry 2007; 8(Suppl 1): $3.d0i:101186/147-2091-
8-S1-S3). Pastarasis lektinas sulimpa su chititininiy patogeny (grybeliy ir nematoduy)
chitino-tipo ligandais formuojant jgimta imuniteta; lekting sintezuoja RA sinoviocitai ir
chondrocitai, makrofagai ir lygiyju raumeny lastelés. Taigi, neatmetamas grybeliy ir
nematody etiopatogeninis vaidmuo sukeliant RA.

Infekcine RA kilme netiesiogiai rodo Toll tipo (TLR) receptoriy gausa sinoviocity
pavir§iuje. TLR turi informacija apie tikslig patogeny kilme, o imuniné sistema atsako {
juos tam tikrais reagavimo biidais. Jei §is atsakas néra tinkamai kontroliuojamas, i8sivysto
leting uZdegiminé liga. De§imt TLR receptoriy nustatyti Zmogui pastaruoju metu. Trys juy:
TLR4 atpaZista gram-neigiamy bakteriju lipopolisacharidus (LPS), sukelia septini Soka ir
dedimt tikstandiy miréiy kasdiena. TLR3 sensibilizuoja virusing dvispiralg¢ RNR ir sukelia
1-0 tipo interferony (IFNa. ir IFNp) - antivirusiniy agenty gamyba, be to, TLR3 aktyvina
dendritiniy lasteliy diferenciacijg ir brendimg ir pradeda adaptacini imuniteta; TLR2
aktyvuoja para-vietas, yra aptinkamas ant RA SF ir ilgai iSlieka aktyvuotas (O°Neil
LAJ.Innate immunity amd Toll-like receptors. Arthritis Res Ther 2004; 6(Suppl 3): 42).

1959 m. Brenner ir Horne jvedé negatyvini daZyma, kuris sukelé tikra revoliucijg

virusy elektroninéje mikroskopijoje (EM) (Brenner S, Horne RW. A negative staining
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method for high resolution electron microscopy of viruses. Biochimical Biophysic Acta
1959; 34: 103-10). Istobulinus negatyvinio daZymo metoda per kelis metus gauta daug
informacijos apie virusy struktlrg ir atrasti nauji virusai (Gentile M, Gelderblom HR.
Rapid viral diagnosis: role of electron microscopy. The new Microbiologica 2005;28: 1-
12). Pagaliau galima buvo nustatyti virusy komponenty terminija ir juos apiblidinti
morfologiskai.

Auks&iau pateikti literattiros duomenys paskatino sinovinio skys¢io (SS) tyrimui
naudoti NEM technologija, tyrimo protokola pritaikyti SS tyrimui ligoniams sergantiems
RA ir ReA, gavus Lietuvos etikos komiteto leidima. Literatliroje neaptikta darby apie SS
tyrima NEM metodu, ieSkant infekty artrity galimy sukeléjy, iSskyrus netiesioginius
radinius apie infekty (virusy) DNR tyrimus labai sudétingais molekulinés biotechnologijos
metodais sinovijos audinyje ir SS ligoniams susirgus ankstyvais artritais (Stahl HD,
Hubner B, Seidl B, Liebert UG, van der Heijden IM, Wilbrink B, Kraan MC, Emmrich F,
Tak PP. Detection of multiple viral DNA species in synovial tissue and fluid of patients
with early arthritis. Ann Rheum Dis 2005; 59, 342-6). Sinovitas reiskiasi sinovinio skys¢io
(SS) pagauséjimu sanario ertmeje (nuo 2 cm’® iki 10, 20, 50 karty). Sergantiems RA ar
ReA i§ pakenkto sgnario SS punktuojamas diagnostikos tikslais, po to sgnario ertmé

iSplaunama, i sanario ertme suleidZiama vaisty.
Isradimo esmé

Siame iSradime pasiiilyta RA ir ReA ligoniy sinovinio skys€io (SS) tyrimui
naudoti negatyvinio kontrasto elektroninés mikroskopijos (NEM) biida. Tyrimo tikslas -
kuo anks¢iau identifikuoti infektus, galimus artrito sukéléjus. Budo esmé - tinkamas SS
paruodimas NEM tyrimui: 1) fiksacijai naudojamy komponenty skiedimas kakodilato
buferiu, vietoje naudojamo fosfatinio (PBS) buferio; 2) optimalus fiksuoto ir inaktyvuoto
SS darbinis praskiedimas (1:50-250); 3) panoraminis infekty EM mikrovaizdy sudarymas
konkrediam artritu serganéiam ligoniui.

SS tyrimas, panaudojant NEM technologija, atskleidé panoramg infekty, galimai
dalyvaujandiy artrity (RA, ReA) etiopatogenezéje, leido nustatyti juy riiSis. NEM biudas
parodé, kad artritq galimai sukelia ne vienas infektas, bet visa puoksté virusy (nuo 2 iki 5
skirtingy rii§iy, tarp ju agresyviis onkovirusai), mikrobai, bakterijos, grybeliai ir parazitai,
reziduojantys sgnario skystyje daugumai tirty ligoniy, tarp juy sergantiems ReA. Tai duoda

klinicistui galimybe anksti atskirti $ias dvi ligas ir koreguoti diagnoze, taikyti specifini



LT 5661 B

gydymg infektams eradikuoti, i§vengti artrity chronizacijos, brangaus gydymo, naudojamo
dabartiniu metu sergantiam, daZnai visg likusi gyvenima, grésmingy komplikacijy ir
ankstyvos mirties. SS tyrimas NEM modifikuotu biidu yra vertingas ir informatyvus,
trunka ne daugiau 20 minuéiy nuo medZiagos pristatymo i EM laboratorijg iki teigiamo

atsakymo.
IsSradimo realizavimo apraSymas

VU EKMI Eksperimentiniy Tyrimy (ET) skyriuje NEM tyrimai vykdomi nuo
2000 mety, prade¢jus dalyvauti Roberto Kocho Virusologijos Instituto (RKI, Berlynas)
organizuojamose ISorinés kokybés kontrolés schemose (EQA-VEM). RKI dukart per
metus atsiuncia § VU EKMI ET skyriy po 6 neZinomus virusy pavyzdzius, kurie iStiriami
NEM budu, apibidinami ir atsakymai siunciami atgal i RKI eksperty jvertinimui. Keli
posteriai buvo skelbti Pasaulio Mikroskopijos Kongresuose: (Graziene V, Povilenaite D,
Butrimiene 1. Virus particles in synovial fluid of patients with various rheumatic disorders.
A Conference on Modern Microscopic Methods 2001; Innsbruck, Austria. Graziene V,
Povilenaite D, Butrimiene I. Virus particles in synovial fluid of patients with
nondifferentiated arthritides. 16th International Microscopy Congress (IMC16) 2006;
Sapporo, Japan), kurie rémeési preliminariais virusy NEM tyrimais SS, ligoniams
sirgusiems jvairiais artritais. Deja, tik kompiuterinis panoraminiy vaizdy sudarymas i§ ant
specialiy Kodak fotoploksteliy EM nufotografuoty infekty pavyzdZziy konkregiam ligoniui

atskleidé tikrg infekty panorama, randamy SS sergantiems RA ar ReA.
Prie§ NEM tyrima atliekami §ie paruo$iamieji darbai:
e  Paraminiy variniy tinkleliy diagnostinei NEM paruoSimas:

Variniy tinkleliy valymas, padengimas polimerine formvaro (itirpinto
dichloretano tirpiklyje) plévele, tinkleliy su polimerine plévele padengimas anglies
dulkémis auk$to voltaZo (5x10 (-6) mbar) Vaakumo poste (anglies dulkiy sluoksnis turi
biiti nuo 2 iki 10 nm storio, Sviesus-vidutinigkai pilkas); elektrostatinio kriivio paSalinimas,
hidrofilinant anglies dulkiy pavir§iy, atliekamas merkiant | 1% Alciano mélio ar kita
tirpala, yra svarbiausia daleliy adsorbcijos (prilipimo) prie tinklelio ir NEM dazy (ypa¢

uranil acetato (UA) tolygaus pasiskirstymo ant pavyzdZio salyga. Hidrofiliskumo
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pagrindas yra kriivis ant anglies pavirSiaus, turi blti kaskart tikrinamas prie§ negatyvini
daZyma (lasas bidestiliuoto vandens nuo tinklelio krasto turi tolygiai pasklisti ant plévelés
pavirdiaus, ji nusausinus filtrinio popieriaus juostele, ant tinklelio pavirSiaus turi likti Siek

tiek vandens).
e Negatyviniy dazy paruo§imas:

Uranil acetatas (UA): CH; COOH), UO,x2H,0 (0.2 iki 2.0%), UA skiedZiamas
1%  bidestiliuotu vandeniu, steriliai nufiltruojamas, pH 4,5 priartinamas 1N NaOH;
laikomas tamsoje porcijomis po 1,5 ml plastikiniuose mégintuvéliuose. Prie§ daZant
centrifuguojamas prie 15.000 rpm 2 minutes.

Fosforovolframo riigstis (PTA): H3(P(W3010)s x H0O, iki 1% skiedZiama
bidestilivotu vandeniu, pH 7,1 (beveik necutralaus) priartinamas IN NaOH. Steriliai
nufiltravus, laikoma tamsoje 1,5 ml porcijomis, prie +4 C. Prie§ naudojima
centrifuguojama prie 15.000 rpm 2 minutes.

DaZai daug stabilesni EM mikroskopo elektrony srautui uz UA daZus, ypac
naudojant maZesnius EM padidinimus. PTA tirpalas i$lieka stabilus ilgesni laikotarpi, jei
iSvengiama kontakto su CO; skiedimo metu.

Tiriant virusus ir mikrobus pavyzdziai biitinai dazomi abiem dazy tirpalais: keli
tinkliukai su skirtingais SS praskiedimais nudaZzomi UA, keli PTA. UA tinka aukstai
jtampai ir virusy kontrastui, stabilizuoja membranas. PTA daZai pa$alina vidinius virusy ir

mikroby komponentus, nes labilizuoja membranas (pvz. poksvirusy).
e  Sinovinio skyscio (SS) paruo§imas NEM tyrimui: fiksacija ir infekty inaktyvacija:

SS fiksuojamas pagal protokolg. ParuoSiamos pipetés, Petri lékstelés, pincetas,
tinkliuky saugojimo déklas ir t.t.

DaZniausiai fiksuojama: gliutaraldehido (GA) 0.5 - 2% skiestu fosfatiniu (PBS)
ar HEPES buferiais ir paraformaldehido (PFA) fiksatoriumi. GA yra dialdehidas,
inaktyvuoja ir morfologiskai stabilizuoja bakterijy ir virusy apvalkalus prie§ negatyvinj
daZzyma (NEM), bet gali kryzmiSkai sujungti amino grupes pavyzdyje ir suklijuoti
pavyzdZio detrita su agentu, kurio ieSkoma. Todél GA fiksatorius paprastai gaminamas
prie§ fiksacija. DaZniausiai skiedZiant fiksatorius PBS buferiu GA + PFA fiksatorius

saveikauja ir stabilizuoja pavyzdZio antigenus, ypa¢ jei po to reikia atlikti virusy ir



LT 5661 B

bakterijy imuno-EM. Tadiau PBS buferis daZnai palieka fosfaty nuosédas ant pavyzdZio ir
biina klaidingy interpretacijy prieZastimi.

Ligoniy SS fiksuojamas 1% GA ir 4% paraformaldehido fiksatoriumi, skiedZiant
gamyklinius 25% GA ir 10% PFA ne PBS, bet Na kakodilato buferyje [Na (CH;)2 AsO,
3H,0], su 0.1% CaCl. PFA tirpinamas Na kakodilato buferiu, pakaitintu iki +65°C,
vandens voneléje, kratant (ne maZiau 30-45 min). Pabaigoje i karsta tirpala praskaidrinimui
ilasinami 2 laSai 10N NaOH. Tirpalg Saldomas iki kambario temperatiiros, pH 7,2
pasiekiamas, atsargiai laSinant 1IN HCl. Na kakodilato buferio privalumai: 1) leidZia
iSvengti netirpiy kalcio fosfato precipitaty susidarymo, naudojant PBS, pastarieji daznai
padengia ieSkomas daleles ir padaro jas sunkiai matomas EM; 2) Na kakodilato buferis
inaktyvuoja mikroby augima net laikomas metus laiko, prieSingai PBS, kuris laikomas
ilgesnj laika pasidengia grybeliniu apna$u; 3) Na kakodilato buferiu praskiestas GA duoda
smulkesnj gridétuma EM, nei praskiestas PBS. Vienintelis kakodilato buferio triikumas
yra arseno druskos toksiskumas. Beje, visos kitos NEM technologijai naudojomos
cheminés medZiagos GA, UA, Na kakodilato trihidratas, Na azidas, dichloretanas
(paraminiy pléveliy gamybai) yra labai toksi$kos ir Zymimos kaip pavojingos. Bitina
salyga laikymui ir darbui yra traukos spinta.

Inaktyvuojant infekty augimg ir gyvybinguma, pavyzdys dar palaikomas Na azido
(NaN3) tirpale (1% NaNj praskiestas bidestilivotu vandeniu iki darbinio tirpalo 0,02%).

Fiksuotas ir inaktyvuotas SS laikomas $aldytuve prie +4°C. Darbine SS suspensija
ruo§iant NEM daZymui, SS skiedZiamas 50-200-250 karty destiliuotu vandeniu,
priklausomai nuo skys&io klampumo, kuris savo ruoZtu, priklauso nuo uzdegimo aktyvumo
sinovinéje membranoje, pagaminamy baltymy, jvairiy uZdegiminiy mediatoriy (citokiny,
chemokiny, antikiiny, antigeno-antikiiny baltyminiy kompleksy, lasteliy, riebaly ir t.t.).
Transportuojant ir paruo$imo metu SS laikytinas Saltai, bet neuZSaldomas. Stambesnés
priemaiSos i§ praskiesto SS prie§ pat NEM daZyma paSalinamos centrifuguojant mazo

greidio centrifugoje (2.000 iki 3.000 rpm/min apie 10 min.), pakartojant procedira.
eSS suspensijos NEM dazZymas:

Traukos spintoje patiesiamas Parafilmo lakstas, kaip déklas, negatyvinio dazymo

procedirai atlikti.
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SS praskiedZziamas 1:50-250 karty bidestiliuotu vandeniu, stambesnés priemaiSos
paSalinamos, centrifuguojant maZo greicio centrifugoje (2.000-3.000 rpm apie 10 min.),
pakartojant procediira.

UZdedamas skaidraus supernatanto lasas ant Parafilmo, laukiama apie 10 min.,
kol susidarys ant lafo plévelé, ant jos uZdedamas hidrofilis§kas vario tinklelis ir laukiama 10
min. kol suspensijoje esantys infektai adsorbuosis.

Vario tinklelis su adsorbuotais infektais perneSamas ant 50 pl laSo 2% PTA, pH
7,2, tinklelis paliekamas 30 sek. Atatinkamai: daZoma 1 — 2% UA, prie§ tai i$valant
pavyzdZio fosfaty jonus, jei naudotas PBS, bidestiliuoto vandens 3-5 lasuose.

Dazy perteklius paSalinamas nusausinus filtrinio popieriaus juostele ir tinkleliai
perneSami | Petri 1€kStele, iSklota filtriniu popieriumi, sunumeruojami pagal laboratorijos
protokola.

Kol tinklelis tikrinamas EM, pavyzdZio lasas laikomas ant Parafilmo, apdengtas
nuo dulkiy ir i8dZivimo. Tai padeda sutrumpinti preparato paruoSimo laika, jei reikia
papildomai paruosti ir nudazyti SS pavyzdzius ant vario tinkleliy.

NudazZyti pavyzdZiai laikomi tinkleliy specialiuose dékluose, sunumeruoti pagal

tyrimo protokolg iki EM tyrimo.
SS pavyzdziy tyrimas EM

Pavyzdziai iStirti JEM100B elektroniniu mikroskopu, prie padidinimo 80 000
karty, infekty vaizdai fotografuoti Kodak EM fotoplokstelése.

I8rySkinti ir fiksuoti fotoploksteliy negatyvai perkeliami i kompiuterj. Kiekvieno
ligonio skirtingy infekty vaizdai i§ ploksteliy fotopozityvy kompiuteryje iSkerpami ir
sumontuojamas kiekvieno ligonio visy infekty, rasty SS, panoraminis vaizdas.

Infektai iSmatuojami ultrastruktiriniy dydZiy matuokliu, apibidinami pagal
Seimininka, dydi (diametra), forma, struktfirinius poZymius (simetrija, apvalkala,
nukleosoma, kapsomerus ir jy iSmatavimus, spaikus, gaurelius), naudojant virusy
kompiuterines programas.

Panoraminis infekty vaizdas leido susidaryti pilng visy infekty, randamy
konkretaus ligonio serganc¢io RA ar ReA sinoviniame skystyje, vaizdg. Tuo tarpu, ieSkant
infekty sanariy skystyje klinikiniais ar molekulinés biotechnologijos metodais (PCR,
imunoEM, genetiniy Zymeny) galima aptikti tik vieno infekto viena Zymenj. Gauti infekty,

rasty ligoniy serganciy RA ir ReA, SS panoraminiai vaizdai leido suabejoti artrito
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diagnoze ir taikomu gydymu ir ateityje juos koreguoti, idiegus NEM tyrimo buda {
praktika. Mokslininkams-reumatologams teoretikams atvéré galimybe tikslinti RA ir ReA
ctiopatogeneze, o vaisty kompanijoms - kurti naujus vaistus infekty eradikavimui
ankstyvose artrito stadijose, kol liga neperéjo i léting sistemine autoimuning fazg¢ ir

nesukélé nepagydomy komplikacijy.
Konkretiis $io i§radimo NEM budo realizavimo rezultatai
Panoraminiai vaizdai infekty RA ligoniy sinoviniame skystyje:

RA. Ligoné Nr.2, kodas (AG)

1 (UA) dalelé 20-25 nm diametro, simetrija icosohedrine, be apvalkalo, nukleokapside
apvali 18-22 nm diametro, kapsomerai nematomi. [tariamas Parvovirus BI9.

2 (UA) ir 3 (PTA) bakterijy sankaupa 45 nm diametro, 362 nm ilgio. Matoma kapsulé¢,
sienelé, plazminé membrana, ribojanti optiskai $viesy citoplazmos turini. Bakterijuy
sankaupoje néra grandinéliy, kai kur iSrySkéja nukleoidas (PTA). Itariama Yersinia
enterocolytica.

4 (UA) ir 5 (PTA) dalelés 70-90 nm diametro, apvali taisyklinga icosohedriné simetrija,
izometrigkas, nukleosoma 8-9 nm izometriska, smulkis filamentai. Jtariamas Adenovirus.

6 (PTA) 100 nm diametras, 130 nm ilgis, kiek pleomorfiskas su apvalkalu, nukleokapside

izometriska (106-112 nm), simetrija icosohedriné. [tariamas Herpesvirus.

ISVADA.: Yersinia enterocolytica bakterija ir 3 virusai (Parvovirus B19, Adenovirus,

Herpesvirus).
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RA. Ligoné Nr.6, kodas (LK).

1 (UA) ir 3 (PTA) sankaupa 70-90 nm diametro, izometriki, be apvalkalo, simetrija
icosohedriné, nukleokapsidé aplipusi kapsomerais (UA). [tariamas Adenovirus.

2 (PTA) sunkiai apraSomy daleliy sankaupa.

4 (PTA) ir 5 (UA) sankaupa. 62 nm diametro sferoidas, be projekcijy, su 12 nm diametro

apvalkalu, nukleokapsidé izometriska, polihedriné. Itariamas Hepatitis C virus (HCV).

ISVADA: 2 skirtingi virusai (HCV ir Adenovirus).

RA. Ligoné Nr. 7, kodas (AG).

1 (UA) dalelé 20-25 nm diametro, simetrija icosohedriné, be apvalkalo, nukleokapside
apvali 18-22 nm diametro, kapsomerai nematomi. [tariamas Parvovirus BI9.

2 (PTA) dalelée 75 nm diametro, izometriSka, be apvalkalo, simetrija icosohedring,
nukleokapsidé aplipusi kapsomerais (UA). [tariamas Adenovirus.

3 (PTA) dalele: Bakterija 387 nm ilgio, 62 nm diametro, su matoma kapsule ir standZia

grumstine sienele. [tariama bakterija Helicobacter pylori.
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4 ir 5 dalelés (PTA): 44 nm diametro su apvalkalu ir apvalia nukleosoma, viena, dviem

aiskiomis projekcijomis. [tariami Flaviridae (Hepatitis B virus, HBV?) $eimos virusai.

ISVADA: Helicobacter pylori bakterija ir 3 skirtingy ra8iy virusai (Parvovirus B9,
Adenovirus, HBV?).

RA. Ligoné Nr.10, kodas (AG).

%

1 (UA) dalelé stambi pagal dydj (520 X 560nm), labiau pana$i i sinovinio skys€io lastele.

2 (UA) dalelé pleomorfiska, 200-250 nm diametro. Sudaryta i§ susisukusiy 25 nm
diametro projekciju ir spaiky. Nukleokapsidé optiskai tamsi, neapibréZtos formos.
Itariamas Parainfluenzavirus.

3 (PTA) daleliy sankaupa ir 6 (UA) dalelé. [tariamas Hepadnavirus Seimos virusas (HCV)
4 (UA) dalelé, pleomorfiska, 112 nm X 137 nm, pavir§iuje matomi stambiis 50 nm
diametro kapsomerai. Nukleosoma S§viesi optiSkai (gal lipoproteidinis apvalkalas).
Itariamas Influenzavirus.

5 (UA) dalelé 50 nm diametro, 62 nm ilgio, ovali su pavirSiuje jZilirimais smulkiais

spaikais, nukleosoma optiskai $viesi (lipidy dangalas) neapibrézta. NeZinomas virusas.
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7 (UA) dalelé (106 nm X 144 nm) dydZio ovalas hexagonalinés icozohedrinés simetrijos,
su gaureliais pavirsiuje, nukleosoma optiskai $viesi (lipoproteidiné) ikozohedriné (81 X 94
nm). [tariamas Epstein Barro virusas.

8 (UA) dalelé stambi, 330 X 375 nm, kiek ovali, pleomorfi$ka. Pavir$iuje matomi stambiis
(44 X 75, 62 X 94, 62 X 75), koncentridkai i3sidést¢ kapsomerai, nevienalytis apvalkalas ir
smulkils gaureliai. Nukleosoma optiSkai tamsi (jtariama icozohedriné simetrija). [tariama

bakterija Chlamydia (pneumoniae).

ISVADA: Chlamydia (pneumoniae) bakterija ir 6 skirtingy rdSiy virusai

(Parainfluenzavirus, Influenzavirus ar EBV, HCV, neatpaZintas virusas).

RA. Ligoné Nr.11, kodas (J 0).

1 (PTA), 2 (UA)dalelés. [tariamas jau aprasytas Parvovirus Bl9.
3 (UA), 7(PTA) dalelés. [tariamas jau apraSytas Cytomegalovirus (CMV).

4 dalel¢ (UA) suspausta 100 nm diametro 200 nm ilgio ovali dalelé su optiSkai Sviesiu
apvalkalu ir daugybe trumpy spaiky per visa pavirSiy, sunkiai jZifirima nukleosoma.
[tariamas Retrovirus.

5 dalelé (UA) [tariamas jau apraSytas Epstein Barr virus (EBV).

6 dalelé (UA) 50 nm diametro ovalas, su matomu apvalkalu optiSkai Sviesiu aplipusiu
trumpais spaikais ir nukleosoma su nukleokapsidémis. [tariamas HCV (vienspiralinés
RNR) virusas.

7, 8 dalelés (UA) Itariamos Cytomegalovirus nukleosomos (100 nm, 80 nm diametro, 125,

175 nm ilgio) icozohedrinés simetrijos.

ISVADA: 5 skirtingy rasiy virusai (Parvovirus Bl19, Cytomegalovirus, EBV, HCV,

Retrovirus).
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RA. Ligoné Nr.12, kodas (OJ).

1 (PTA) dalelé. Virusas 57 nm diametro, 75 nm ilgio, ovali icosometrinés simetrijos dalelé
su apvalkalu ir nukleosoma kuri su optiskai $viesiu apvalkaléliu. NeatpaZintas virusas.

2 (PTA) dalelé. Virusas 62,5 nm diametro, 69 nm ilgio, kiek ovalus su gaureliais ir viena
projekcija, nukleokapsidé su optiskai $viesiu (lipoproteidiniu) apvalkalu. [tariamas
Influenzavirus.

3 dalelé panasi i 4, 5 daleliy bakterijy kiing (37,5 nm diametro, 44 nm, 75 nm ilgio)
optiskai §viesia (lipoproteiding) kapsule, aptirpusiais ZiuZeliais.[tariama bakterija
Escherichia coli.

6 dalelé. Bakterijy ZiuZelinis substratas.

7 dalelé (PTA). Virusas 125 nm diametro, kiek pleomorfiskas, su optiSkai tamsiu
(persisunkusiu daZais) apvalkalu, nukleokapsidé optiskai Sviesi, pleomorfiska. [tariamas

Herpesvirus virusas.

ISVADA: bakterija Esherichia coli ir 3 skirtingy rasiy virusai (neatpazintas virusas,

Influenzavirus, Herpesvirus) ir ZiuZelinis bakterijos substratas.
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RA.Ligoné Nr. 15, kodas (GOB).

1 (UA) dalel¢, bakterija vingiuotu kiinu, aptirpusia kapsule. [tariama Borrelia Burgdorferi.
2 dalelé (PTA). Virusas 30 nm, 44 nm diametro 44 nm, 50 nm ilgio kiek ovali dalel¢, su
apvalkalu ir ovalia icosohedriskos simetrijos nukleosoma. [tariamas HCV (Flaviridae
Seimos virusas) .

3 (PTA) virusas 162 nm diametro, 187 nm ilgio, kiek ovalus icozohedrinés simetrijos, su
apvalkalu, pleomorfiska nukleosoma su optiskai §viesiais keliais kiineliais ant apvalkalo.
Itariamas Herpesvirus.

4 dalelée (PTA) 57 nm diametro, 75 nm ilgio, kiek ovali icosoheriSkos simetrijos su
apvalkalu 12,5 nm diametro, optiSkai §viesiu (lipoproteidiniu) apvalkalu ir nukleosoma,
persunkta daZais. [tariamas Influenzavirus (Orthomyxoviridae Seima).

5(UA) dalelé. Virusas 75 nm diametro, icosohedriskos simetrijos, su optikai Sviesiu
apvalkalu (lipoproteidiniu), pilnai padengtu smulkiais kapsomerais. [tariamas 4denovirus.
6 (PTA)ir 7ir 8 (UA) dalelés. Virusas. [tariamas jau apraSytas Parvovirus B19.

9 (UA) dalelé. Virusas 87 nm diametro, 94 nm ilgio, su apvalkalu (iki 19 nm diametro),

aplipusiu smulkiais gaureliais, apvalia nukleosoma. [tariamas Influenzavirus.

ISVADA: Borrelia Burgdorferi bakterija ir 5 rosiy virusai (HCV, Herpesvirus,

Adenovirus, Parvovirus Bl9, Influenzavirus).
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RA. Ligoné Nr.21, kodas (G).




18

LT 5661 B

1, 2 (UA) ir 18 (PTA) 50 nm diametro, apvalkalas aplipgs smulkiais spaikais, su
polihedrine nukleosoma. [tariamas HBV?

3 (PTA) 87 nm virionas icosohedrinés simetrijos su daZais persunktu apvalkalu ir
lipoproteidiniu apvalkalu nukleokapside. [tariamas Influenzavirus.

4 (UA) 125 nm diametro 150 nm ilgio ovoidas, storu apvalkalu ir pleomorfine
nukleokapside, abu aplipe spaikais,

[tariamas Rhinovirus (Picornaviridae Seimos).

5 (UA), 6 (PTA), 13 virionai 137,5 nm, 165 nm diametro, 162,5 nm, 200nm ilgio ovoidas
ir 100nm diametro neZymus ovoidas aplipes tolygiai aiskiais kapsomerais (UA), ir spaikais
su apvalkalu, icosohedrinés simetrijos nukleosoma. [tariamas Herpesvirus.

7 (UA) ir 8 (PTA) 150nm ir 312,5 nm diametro sferoidai, pirmasis tolygiai aplipgs ir
spaikais, antrasis lipoproteidiniu apvalkalu su 2 matomais daZy prisigérusiais kiineliais. ?

9 (UA) neapibrézty daleliy sankaupa.

10 (UA) 200 nm diametro ir 337,5 nm ilgio ovoidas su daZais persunktu apvalkalu ir
optiskai §viesia lipoproteidine nukleosoma, aplipusia smulkiomis nukleokapsidémis.. ?

11, 16 (UA) 312 nm diametro, 375 nm ilgio kamuoliuose susisuke pleomorfiski filamentai
25 nm skersmens, dalis §akojasi. Virionas be apvalkalo. Prasi§vie¢ia nukleokapsidé tankia

Serdimio. [tariami Paramyxoviridae.
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14 (UA) Itariami ilgi Candida albicans hifai.
12, 15, 17 (UA) itariami Protozoa parazitai Toxoplazma gondii.
ISVADA: Candida albicans, Toxoplasma gondii ir 5 skirtingi virusai (Paramyxoviridae,

HBV, Influenzavirus, Herpesvirus, Rhinovirus).

RA. Ligoné B-790, kodas (OP).

1 ir 2 (UA) dalelés, 44 nm diametro, 62.5 ilgio ovalas (112 X 62.5 ilgio) su optiskai

Sviesiu apvalkalu nuo 12.5 iki 25 nm diametro be projekcijy, nukleosoma 56 X 75,
icozohedriska su smulkiomis nukleokapsidémis. [tariamas HCV.

3 (UA) dalelé, stambi 237 nm, diametro 312 nm ilgio, icozohedrinés simetrijos ovalas su
apvalkalu (nuo 19 iki 31 nm diametro), aplipgs aiskiai matomais gaureliais. Nukleosoma
icozohedriné 137 X 230 nm dydZio su nukleokapsidémis ir keliais lipoproteidiniais
kiineliais. [tariamas Cytomegalovirus.

4 (PTA) dalelé. [tariamas jau apraSytas Adenovirus.

5 (PTA) sunkiai apibréziamy daleliy sankaupa.

6 ir 7 (UA) dalelés. [tariamas jau apraSytas Parvovirus BI9.

8 (UA) dalele, pleomorfinés formos ovalas 75 nm diametro, 94 nm ilgio, su apvalkalu nuo
6 nm iki 25 nm diametro, viena projekcija. Nukleokapsidé ovali 31 nm diametro 56 nm

ilgio, turi lipoproteidini (optiskai §viesy) apvalkala. [tariamas Influenzavirus.

ISVADA: 5 skirtingy rii§iy virusai (Parvovirus B19, HCV, Cytomegalovirus, Adenovirus,

Influenzavirus).
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RA. Ligoné B-876, kodas (DCh).

1 dalele (UA), ilgas vingiuotas be atskiry fragmenty bakterijos kiinas su kapsule,
apvalkaléliu ir nukleoidu., itariama Borrelia Burgdorferi.

2 dalele (UA). [tariamas Parvovirus BI9.

3 (UA), 4, 5, 6 ir 11 (PTA),daleliy sankaupa. 50 nm diametro su optiskai Sviesiu
(lipoproteininiu) apvalkalu ir kapsomerais (matomais po UA nudaZymo). NudaZius PTA
dalelés, kiinas sumazéjo iki 44 nm diametro, nukleokapsidé iozometriska polihedrinés
simetrijos. [tariamas HCV.

7 (PTA) dalelé, 75 nm diametro, izometriska, nukleokapsidé 8-9,nm. [tariamas Adenovirus.
8 (UA) ir 9 (PTA) dalelés 119-137 nm diametro; 100-125 nm ilgio icosometrinés
simetrijos su optiSkai Sviesiu apvalkalu (lipoproteidinis), aplipusiu gaureliais. [tariamas
Influenzavirus.

10 (UA) dalelé, bakterija kuokos formos 25-50 nm diametro, 480 nm ilgio su apvalkalu,

sienele ir nukleoidu. Neatpazinta bakterija (gal Mycoplasma pneumoniae).
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ISVADA: Borrelia Burgdorferi ir neatpaZinta kuokos formos (Mycoplasma

prneumoniae?). bakterijos; 4 skirtingy rasiy virusai (Parvovirus B19, HCV, Adenovirus ir

Influenzavirus).

RA. Ligonis B-885, kodas (GS).

1 (UA), 3 (PTA) dalelés, 120 nm diametro. Virionas su apvalkalu kiek pleomorfiskas,

spaikai per visa pavir§iy. Nukleokapsidé izometriSka. Simetrija icosohedriné. [tariamas
EBYV.

2 (UA) dalelé. 25 nm diametro, nukleokapsidé 18-22 nm diametro, simetrija icosohedriné,
apvali su kapsomerais. [tariamas Parvovirus B19.

4 (UA) lazdele, 5 (PTA) lanko forma, pleomorfiska,,1,2-5 mikrony vid.ilgis, matoma
kapsulé, sienelé, plazmos membrana, citoplazma ir nukleoidas. [tariama Helicobacter
pylori.

6 (PTA) dalelé 50-62,5 diametro, pailga, su kapsule, lipoproteidiniu nukleoidu, pavirSius

lygus. Jtariama Ureaplazma urealytica mikrobas.

ISVADA: Helicobacter pylori ir itariama Ureaplazma urealytica ir 2 rusiy virusai

(Parvovirus B19, EBV).



22

LT 5661 B

RA. Ligonis B-895, kodas (JG).

1UA) ir 2 (PTA) dalelés 31 nm diametro. [tariamas jau apraSytas Parvovirus BI9.

3 (PTA) ir 4 (UA)dalelés 37,5 nm, 50 nm diametro, 50 nm ilgio, [tariamas jau apraSytas
Hepadnaviridae Seimos atstovas (HBV).

5 (UA) ir 6 (PTA) dalelés 12 (PTA) daleliy sankaupa 62,5 nm diametro, 75 nm ilgio,
apvalkalas su projekcijomis. Nukleokapsidé turi lipoproteidinj apvalkala. [tariamas HCV .
7 (PTA) dalelé ir 69 nm diametro, 75 nm, 81 nm ilgio, 112 nm ilgio. [tariami Adenovirus.
8 (PTA) ir 9 (UA) ir 13 (PTA) dalelés 100 nm, 106 nm diametro, apvalkalas storas iki 31,5
nm diametro, nukleosoma apvali 31,5 nm diametro. [tariamas Influenzavirus.

11 (PTA) 2 tokios pat riisies dalelés, viena 181 nm , kita 200 nm diametro, 194 nm ir 250
nm ilgio,atatinkamai. icosohedrinés simetrijos su apvalkalu (optiskai Sviesiu) ir optiskai
tamsia, persunkta daZais nukleosoma (115 - 137 nm diametro, 175 - 206 nm ilgio).
Itariamas Cytomegalovirus.

14 (PTA) dalel¢ 37,5 nm diametro, 112 nm ilgio lazdelé su kapsule, apvalkalu ir
nukleoidu. [tariama viena i§ Salmonella ar Ureaplasma bakterijos kiinas.

15 (PTA) sitily (ZiuZeliy sankaupa jtariama i§ bakterijy).

ISVADA: ZiuZeliné bakterija (jtariama Salmonella ar Ureaplasma urealytica)) ir 5

skirtingos riiSys virusy (Parvovirus B19, HBV, HCV, Adenovirus, Cytomegalovirus).
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RA. Ligoné B-898, kodas (OS).

1 (UA) ir 8 (PTA) dalelés. [tariamas Parvovirus Bi9.

2 ir 3 dalelés (PTA) ir 9 daleliy krtuvelé. Apvalios 44 nm diametro, simetrija icosohedring,
optiSkai Sviesiu (lipoproteidiniu) apvalkalu su smulkiais gaureliais per visa pavirsiy.
[tariamas Hepadnaviridae Seimos atstovas (HBV).

4 (UA) ir 5 (PTA) dalelés 62,5 nm, 75nm diametro apvalus icosohedrinés simetrijos su
Sviesiu optiskai apvalkalu ir keliais smulkiais spaikais.Jtariamas jau apraSytas
Influenzavirus.

6 (PTA) dalelée 170 nm apvali icosohedrinés simetrijos. Virionas su apvalkalu kiek
pleomorfiskas, apvalkalas optiSkai tankus, spaiky nesimato.Nukleokapsidé izometriska,
persunkta dazais. [tariamas Herpesvirus.

7 dalelé (PTA). Itariama Helicobacter pylori lazdelé.

8 (UA) dalelé panasi | apraSyta HCV.

ISVADA: bakterija Helicobacter pylori ir 4 skirtingy rusiy virusai (Parvovirus Bl19, HBYV,

Influenzavirus, Herpesvirus, HCV).
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RA. Ligonis B-956. kodas (RC).
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RA. Ligonis B-956. kodas C (tgsinys)

1 (PTA) ir 2 (UA) dalelés- 62,5 nm diametro su apvalkalu 12,5 nm diametro, aplipusiu
smulkiais spaikais, icosohedriné simetrija, nukleosoma optiskai Sviesi, jZilrimos 4-ios
apvalios nukleokapsidés. [tariamas HBV.

3 (UA) dalelé 68,75 nm diametro, 93,75 nm ilgio ovalas su apvalkalu 25 nm diametro,
aplipusiu spaikais, nukleokapsidé optiskai $viesi (lipoproteiding). [tariamas Influenzavirus.

4 (PTA) dalelé 25 nm diametro, 50nm ilgio ovalas, virionas aplipes spaikais, be apvalkalo
su vienu kiineliu. [tariamas Herpesviridae.

5 (UA) 150 nm diametro, 256,25 nm ilgio netaisyklingas ovalas su apvalkalu tankiai
aplipusiu  gaureliais, nukleokapsidé lipoproteidiné (optiSkai Sviesi) be matomy
nukleokapsidziy. [tariamas Influenzavirus.

6 (PTA) 145 nm diametro, 187,5 nm ilgio ovalas be apvalkalo, su keliais gaureliais ir
nukleokapsidé turi vieng apvaly kinelj. [tariamas Herpevirus.

7,10, 11 ir 13 (UA) galéty buti parazitas su vidine struktiira (7, 10, 11) ir parazito kiinas
(13) 2-3 pum storio ir 5 um ilgio konoidas, nusmailéjusiu apikaliniu galu (siurbtuku) ir
apvaliu distaliniu galu (stora uodega), su matomu apvalkalu, [tariama Protozoa parazito
Toxoplasma gondii tachyzoitai.

8 (UA) neaiSkaus apirusio viruso (panaSu | Parainfluenzavirus) detritas.
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12 (UA) itariama Yersinia enterocolytica.

14 (PTA) itariamas Toxoplasma gondii trophozoitas.

ISVADA: Bakterija (Yersinia enterocolytica), itariamas Protozoa parazitas (Toxoplasma

gondii) ir 4 virusai (Influenzavirus, Herpesvirus ir neatpazZintas).

Kaip matyti i§ panoraminiy vaizdy, iStyrus $io iSradimo NEM metodu 14 RA
ligoniy sinovinj skystj, 11-ai RA ligoniy rasta 10 skirtingy bakterijy ir tik 3-ims bakteriju
nerasta. Kartu su bakterijomis visiems RA ligoniams rasta nuo 2 iki 5 r$iy virusy. Trijy
RA ligoniy SS rasti vien tik virusai: vienam - 2 virusai (HCV ir Adenovirus), abu gausiai
po vieng dalele ir sankaupomis EM regéjimo lauke, tad galbut ligonis sirgo ne RA, o turéjo
artrita, sukelta létinés HCV infekcijos; kitiems dviems rasta po 5 virusus, i§ kuriy 4
kartojosi (Parvovirus B19, HCV, Cytomegalovirus, Influenzavirus), penktas buvo arba
EBV ar neapibudintas Herpesvirus. Taigi, Sie RA ligoniai turéjo kelio sgnario SS net po

kelis onkogeninius virusus.

ISVADA: Vaizdai, gauti NEM technologijos pagalba, kurie leidZia daryti prielaida, kad
tik trims ligoniams i§ 14-os RA klinikiné diagnozé buvo teisinga, ju SS turéjo po kelis
onkogeninius virusus, o kiti 11 sirgo ne RA, bet létiniu ReA (du - Yersinioze, du
Borrelioze, vienas Chlamydioze, du turéjo Ziuzelines bakterijas) ir du turéjo Helicobacter
pylori bakterija, kurios vaidmeni RA etiopatogenezei ar ligos komplikacijoms sergantiems
RA dar reikia jvertinti. Vieno RA ligonio SS turéjo Yersinia enterocolytica ir protozoa
parazita (Toxoplasma gondii) kartu ir 4 virusus. Vienas ligonis su HCV viremija

sinoviniame skystyje galéjo sirgti artritu, salygotu létinés HCV infekcijos.
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Panoraminiai vaizdai infekty ReA ligoniy sinoviniame skystyje, gauti Sio iSradimo NEM

budu:

ReA. Ligonis Nr. 3, kodas (IN).

1 (PTA)dalelé 125 nm diametro, apvalus izohedrinés simetrijos virionas su apvalkalu ,
matomi smulkiis spaikai per visa pavirsiy. Nukleokapsidé optiskai §viesi su lipoproteidiniu
apvalkalu. [tariamas Influenzavirus.

2 (PTA) ovali optikai tamsi icozohedrinés simetrijos nukleosoma (94 nm diametro ir
156, 175 nm ilgio) i8kritusi i§ Zmogaus Herpesvirus, gal but Cytomegalovirus strukttros.

3 (PTA) dalelé pagal kristaline forma labiau panasi | Ca pyrofosfaty kristalq.

4 (PTA) 124 nm diametro 186 nm ilgio dalelé, icozohedrinés simetrijos ovalas su
lipoproteidiniu  storu apvalkalu ir nukleosoma (94 nm diametro 156 nm ilgio)
icozohedrinés

simetrijos su matomomis nukleokapsidémis. [tariamas Cytomegalovirus.

5 (PTA) ziuZelnis bakterijy substratas.

6 (UA) dalelé jau aprasytas Parvovirus B 19.

7 (UA) ir 8 (PTA) dalelés jau apraSytos kaip Adenovirus.

9 (UA) dalelé. 62,5 nm diametro ir 94 nm ilgio ovalas su Sviesiai optiSku apvalkalu per
visg pavirSiy smulkiais gaureliais, ir opti§kai tankia nukleosoma (37 nm diametro ir 62,5

nm ilgio) ovalas pentagonalinés simetrijos. [tariamas filamentinés formos Influenzavirus.

ISVADA: ZiuZeliné bakterija ir 4 skirtingy riisiy virusai (Influenzavirus, Cytomegalovirus,

Parvovirus B19, Adenovirus) ir jtariamas Ca pyrofosfato kristaliné struktura.
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ReA. Ligoné Nr.4, kodas (AL).

1 (UA) dalelé aprasyta kaip Parvovirus B19.
2 (UA) dalelé 75 nm diametro 93 nm ilgio taisyklingos icozohedrinés simetrijos ovalas,
iZiirimi keli filamentai. Apvalkalas aplipes gaureliais. OptiSkai Sviesi nukleosoma
taisyklingos icozohedrinés simetrijos. [tariamas Adenovirus.

3 (PTA) dalelé 112 nm diametro, 124 nm ilgio ovalas, gaureliai nematomi del PTA
poveikio, bet galima itarti, icozohedriné simetrija, nukleosoma Sviesi optiSkai
(lipoproteidiné), nei¥matuojama. [tariamas jau apraSytas Herpesvirus 4 (EBV).

4 (UA) daleliy (pailgy) sudarantiy grandinéles bakterijy sankaupa, diametras 31-44 nm,
ilgis 187- 250 nm, matoma tik kapsulé. [tariama Yersinia (Y.enterocolytica).

5 (PTA) dalelé, 175 nm diametro 206 nm ilgio, icozohedrinés simetrijos su apvalkalu
optiskai $viesiu (nuo 12 iki 19 nm diametro), nukleosoma 125 nm diametro, 175 nm ilgio
optiSkai tamsi. [tariamas Cyfomegalovirus apvalkalas.

6 (PTA) dalelées 125 nm diametro 144 nm ilgio dalelé gerokai apirusi, todél sunkiai
apibudinama.

7 (PTA) dalelé. 94 nm diametro apvalus izometriskos simetrijos su optiSkai Sviesiu
apvalkalu ir vienu matomu spaiku, ekscentriSka pailga optiSkai tamsi nukleosoma.

[tariamas Retrovirus.

ISVADA: itariama Yersinia ir 5 skirtingy rusiy virusai (Cytomegalovirus ir EBYV,

Adenovirus, Parvovirus B19, Retrovirus, aptirpgs nezinomas).
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ReA. Ligonis Nr. 5, kodas (MM).

1 (UA) dalelé - 94 nm diametro 125 nm ilgio pailga icozohedrinés simetrijos, su optiskai
$viesiu lipoproteidiniu apvalkalu (31 nm diametro) su vos matomis projekcijomis,
icozohedrinés simetrijos nukleosoma. [tariamas Influenzavirus.

2 (UA) daleliy (UA) sankaupa 125 nm diametro, 156 nm ilgio, storu apvalkalu 50 nm
diametro, aplipusiu pleomorfiskais kapsomerais, nukleokapsidé opt. tamsi. [tariamas
zmogaus Parainfluenzavirus.

3,7, 8 (PTA) dalelés (PTA) ir ju sankaupos (po du, tris ir stambios sankaupos). [tariamas
jau apraSytas Adenovirus.

4 (UA) dalelés. [tariamos Yersinia enterocolytica bakterijos.

5 (PTA) dalelé nukleosoma icozohedrinés simetrijos 125 nm diametro, 169 nm ilgio.
[tariama Cytomegalovirus nukleosoma.

6 (UA) 37 nm diametro 44 nm ilgio kiek ovali dalel¢, visas pavirSius aplipes smulkiais

gaureliais, nukleokapsidé optiskai $viesi. NeatpaZintas virusas.

ISVADA: [tariama Yersinia enterocolytica ir 5 skirtingy rusiy virusai (Influenzavirus,

Parainfluenzavirus, Adenovitrus, Cytomegalovirus ir neatpaZintas smulkus virusas).
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ReA. Ligonis Nr. 8, kodas (MS).

1 (UA) dalelé - jau apraSytas Parvovirus BI9.

2 (UA) dalelé 75 nm diametro, 156 nm ilgio pleomorfiska, storu §viesiu optiskai apvalkalu
(25 - 37 nm diametro) aplipusiu jvairiomis projekcijomis. Nukleokapsidé optiSkai tamsi
pleomorfiné. [tariamas Zmogaus Parainfluenzavirus.

3 (UA) ir 5 (PTA) dalelés 44 ir 62,5 nm diametro 87 nm ilgio kiek ovalios su optiskai
Sviesiu apvalkalu aplipusiu ivairiomis projekcijomis, nukleokapsidé opt. tamsi pailga ar
neapibréZta. [tariami Influenzavirus.

4 (UA) pleomorfiska 156 nm diametro 200 nm ilgio, sudaryta i§ susisukusiy 25 nm
diametro projekcijy ir spaiky. Nukleokapsidé optiskai tamsi, neapibréZtos formos. Dalelé

panasi i Zzmogaus Parainfluenzavirus.

ISVADA: Bakteriju nerasta, rasti 3 rii$iy virusai (Influenza ir Parainfluenza ir Parvovirus

BI19).

ReA. Ligonis Nr. 9, kodas (DZ).

1 (PTA) ir 2 (PTA) dalelés 62,5 nm diametro, apvali su apvalkalu iki 19 nm diametro

storio be projekeiju, nukleokapsidé izometriSka. {tariamas HCV .
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3 (UA) dalel¢ [tariamas jau apralytas Cytomegalovirus virusas su kuokos formos
neatpaZinta bakterija 25, 31 nm diametro, jtariama Mycoplasma pneumoniae?
4 (PTA) dalelé [tariamas jau apraSytas Adenovirus.

5 (UA )dalelé. [tariamas jau aprasytas Parvovirus B19 .

ISVADA: [tariama Mycoplasma preumoniae ir 4 rusiy virusai (Cytomegalovirus, HCV,

Adenovirus, Parvovirus B19). (Ligoniui kliniSkai nustatyta Chlamydia trachomatis).

ReA. Ligonis Nr.13, kodas (AJ).

1,4 ir 8 (UA) dalelés 250, 280 nm diametro, 312 nm ilgio apvalls ar kiek ovallis mikrobai
su apvalkalu aplipusiu gaureliais, nukleosoma 130 nm diametro, 175 nm ilgio) persunkta
daZais su pleomorfinémis nukleokapsidémis (25, 37, 50 nm diametro). [tariama Chlamydia
trachomatis.

3 (UA, dvi dalelés) ir 3 (PTA,daleliy sankaupa). Virusai 37,5 nm diametro 87,5 nm ilgio
sunkiai apibudinami, storu lipoproteidiniu apvalkalu, nukleosoma nematoma. [tariamas
Influenzavirus.

5 (PTA) dalelé panasi i jau apraSytq Hepadnavirus $eimos virusg HBYV.

6 (UA) dalelé. Virusas panaSus | jau aprasytg Parvovirus B19.

7 (UA) dalelé 31 nm diametro, 62,5 nm ilgio pailga, pavir§ius aplipes gaureliais,
nukleosoma neapibrézta. Panasi | Ureaplasma urealytica bakterijos kiina.

ISVADA: [tariama Chlamydia trachomatis ir Ureaplasma urealytica bakterijos ir 3

skirtingy rusiy virusai (HBYV, Influenzavirus, Parvovirus B19). Ligonui kliniskai nustatyta
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Mycoplasma hominis ir Ureaplasma urealyticum; Chlamydia trachomatis IF metodu -

neigiama.

ReA. Ligonis Nr. 14, kodas (ATZ).

1 (UA) ir 2 (PTA) dalelés panaSios j jau aprasyta Parvovirus Bl9.

3 (PTA) ir 4 (UA)dalelés panasios i jau apraSyta Adenovirus.
5 (PTA), 8 (PTA) ir 9 (PTA) dalelés panaSios | jau aprasyta Herpesvirus.
6 (UA) dalelé panasi i jau apraSyta filamentinés formos Influenzavirus.

7 (PTA) dalelé. Itariamas Paraifluenzavirus.

ISVADA: Bakterijy nerasta, rasta 3 skirtingos virusy rusys (Herpesvirus, Parvovirus Bl9,
Adenovirus, Retrovirus ir Parainfluenzavirus). Ligonui kliniskai nustatyta Chlamydia

trachomatis infekcija.
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ReA. Ligonis Nr. 16, kodas (RO).

1 (UA) ir 2 (PTA) dalelés 25 nm diametro. [tariamas jau apraSytas Parvovirus BI9.

3 (PTA) ir 10 (UA) 25 nm diametro 37,5 nm ilgio, su apvalkalu ir apvalia nukleosoma
dalelés ir jy sankaupa. [tariamas HBYV.

4 (UA) dalelé kulkos i§vaizdos 44 nm diametro, 81 nm ilgio, icosohedrinés simetrijos su
siauru apvalkaléliu ir optiskai §viesia nukleokapside. NeatpaZintas virusas.

5 ir 6 (PTA) ir 7 (UA) dalelés 50, 56 nm diametro, 62,5 nm ilgio su apvalkalu ir
smulkiomis projekcijomis, nukleokapside izometrigka simetrija polihedriné. NeatpaZinti
virusai.

8 ir 12 (PTA) 119 nm 219 nm ilgio, 125 nm diametro 156-162 nm ilgio ovalios dalelés
kiek icosohedrinés simetrijos su apvalkalu be gaureliy ir projekcijy, nukleosoma su
lipoproteidiniu apvalkalu. [tariama Mycoplasma hominis.

11 (PTA) 75 nm, 81 nm diametro icosohedrinés simetrijos su apvalkalu. Nukleosoma su
lipoproteidiniu apvalkalu ir nukleokapsidémis. [tariamas Influenzavirus.

9 (PTA) dalelé¢ 94 nm, 112 nm diametro 94 nm, 125 nm ilgio virionas su apdangalu iki 44
nm diametro.Nukleokapside opti$aki tamsi persunkta dazais. [tariamas Retrovirus.

13 (PTA) dalelé 62,5 nm diametro 500 nm ilgio bakterija su sienele, apvalkalu ir
nukleoidu. [tariama jau apraSyta Yersinia enterocolytica bakterija.

14 (UA)ir 15 (PTA) {tariami grybeliy hifai (Candida albicans).
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ISVADA: [tariama Yersinia enterocolytica bakterija ir Candida albicans hifai Salia 6
virusai (Parvovirus B19, Rabies virus? HBV, Influenza, Retrovirus, neatpaZintas virusas).

Ligonui kliniskai rasta Yersinia enterocolytica.

ReA. Ligonis Nr.19 (kodas VB).

1 (UA), 14 (PTA) - Neidentifikuotos (gal bakterijy Ureaplasma urealytica) dalelés.

2 (UA) - sugriuvusio mikrobo kapsomerinis detritas.
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3,5,9 (UA), 13 - 156, 162,5, 175 nm ilgio, 75, 125, 131,25, 162 nm diametro su iSoriniu
riebaly sluoksniu ir 1 Soniniu kiineliu kiek ovalios formos virionai. [tariami Picornaviridae
atstovai (Rhinovirus, Enterovirus).

4 (UA), 6 (PTA)- 62,5nm diametro, 68,75 nm ilgio sferoidai , be ar smuliomis
projekcijomis, izometriSka nukleokapside, polihedrinés simetrijos. [tariamas HCV.

7 (PTA), 8 (UA) 400nm diametro, 375, 525nm ilgio polihedrinés dalelés labiau pana$ios i
sinovinio skyscio lasteles.

10, 11 (PTA) 112,5 nm ilgio, 93,75, 112,5 nm diametro virionai , storu apvalkalu,
aplipusiu smulkiais gaureliais ir polihedrine nukleokapside. Itariami Influenzavirus.

12 (UA) — 287nm diametro apvalus su apvalkalu, aplipusiu smulkiais plaukeliais ir daZais
persunkta polihedrine nukleosoma, su centre susitelkusiais nukleokapsidziy sitlais.

[tariama Mycoplasma hominis.

ISVADA: Mycoplasma hominis ir itariama Ureaplasma urealytica bakterijos ir virusai

(HCV, Influenzavirus, ir Picornaviridae Seimos atstovai).

ReA. Ligonis Nr.27, kodas VJZ.
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1 (PTA) 162 nm diametro kiek ovali dalel¢ icosohedrinés simetrijos, Sviesiu apvalkalu.
Neidetifikuotas virusas.

2,3 (UA) ir 4 (PTA) itariamos bakterijos Mycoplasma hominis.

5 (PTA) lenkta dalelé, apikalinis galas suplonéjes, distalinis storas, matomas sienele, ir
vidiné struktiira. [tariama Toxoplasma gondii.

6 (UA) - dalelés 75 nm, 81 nm diametro dalelé kiek ovalios icosohedrinée simetrijos su
optiskai $viesia nukleosoma aplipusia nukleokapsidémis. [tariamas Influenzavirus.

7 (PTA) 62,5 nm diametro su apvalkalu 12,5 nm diametro, aplipusiu smulkiais spaikais,
icosohedriné simetrija, nukleosoma optiskai §viesi, jZiGrimos 4-ios apvalios
nukleokapsidés.

8 (UA) 50 nm diametro su opti¥kai $viesiu (lipoproteininiu) apvalkalu ir kapsomerais.

[tariamas smulkus Influenzavirus.

ISVADA: [tariamos Mycoplasma hominis bakterijos, Toxoplasma gondii ir 4 virusai

(Influenzavirus ir 2 neidentifikuoti)
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Artropatija sergant Krono liga:

Ligonis B-920, kodas (MN).

1, 3 (UA,x160.000) ir 9 (TEM, x 200 000) dalelés apvalios ar kiek ovalios 187, 312, 340
nm diametro su apvalkalu aplipusiu stambiais kapsomerais, neapibréztos gal icosohedrinés
simetrijos, nukleoidas su pleomorfinémis stambiomis rozetinémis nukleokapsidémis (25,
37, 50 nm diametro). [tariama Chlamydia trachomatis.

2 (UA) dalelé jtariamas jau apraSytas Parvovirus B19.

4,5 (UA) dalelés 100-120 nm diametro 200 nm ilgio ovalas ar pleomorfiskas su optiSkai
Sviesiu apvalkalu aplipusiu daugybe trumpy gaureliy - spaiky per visa pavirSiy, optiSkai
tamsia nukleosoma. Retroviridae ar Coronaviridae Seimos virusai (itartinas dél SARS arba
HIV infekcijos).

6, 7 (UA) dalelés 150-200 nm diametro, 200-235 nm ilgio ovalios icozohedrinés
simetrijos, su apvalkalu vietomis iki 70 nm diametro aplipusiu smulkiais gaureliais,
nukleokapsidé icozohedriné (110 nm diametro, 150 nm ilgio). [tariamas jau aparaSytas

Cytomegalovirus.
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8 (UA, TEM x200 000) dalelé 250 nm diametro, 325 nm ilgio icozohedrinés simetrijos
su apvalkalu, matomos pleomorfiSkos nukleokapsidés. Itariama nukleosoma

Cytomegalovirus.

ISVADA: Chlamydia trachomatis ir 3 virusai (Parvovirus B19, Cytomegalovirus, ir {
SARS ar Retrovirus (HIV) panaSus virusas).

ReA. Ligonis B-955, kodas (VZ).

1 (PTA) vienas ir 2 (UA), 3 (UA) sankaupos 56,25 nm diametro viriony sferoidai su
keliomis projekcijomis, nukleokapsidé izometri§ka, polihedriné. [tariamas HBV.
4 (UA) 95 nm diametro virionas su apvalkalu, aplipusiu spaikais per visa pavir§iy.Kapsidé

sferiska lipoproteidiné. Itariamas Retrovirus.
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5 (UA), 7 (UA), 8, 9 (PTA), 10, 11 (UA) 143,75- 180 nm diametro, virionai kiek
pleomorfigki su apvalkalu 56 nm plo&io, aplipusiais spaikais per visa pavirSiy.
Nukleokapsidé ovali, lipoproteidiné su smulkiais kapsomerais. [tariamas Influenzavirus.

6 (UA), 12 (UA) ir 13 (PTA) 150-137, 5-250 nm diametro virionai, su apvalkalu 31,25 nm
storio, keliomis projekcijomis, aplipes spaikais per visa paviriy, nukleokapsidé
pleomorfiska, persunkta daZais. [tariami Herpesviridae virusai.

14, 15 — bakterija pailga lazdelé 525 nm ilgio su sienele,kapsule plazmine membrana,

matomas nukleoidas. [tariama Yersinia enterocolytica.

ISVADA: Yersinia enterolytica ir 4 virusai (Influenzavirus, HBV, Herpesviridae $eimos

virusai, Retrovirus).

Tuo bidu, istyrus 10 ReA ligoniy kelio sanario sinovinj skystj Sio iSradimo NEM
metodu, tik dviems ligoniams neradome bakterijy, tadiau vienam i$ ju kliniSkai rasta
Chlamydia trachomatis, tai rodo, kad neradus bakterijy NEM metodu dar nereiSkia, kad ju
ten néra. Tuo tarpu, galimus artrito sukéléjus radome tiesiogiai ReA ligoniy pakenkto
sanario sinoviniame skystyje t.y. pakenkimo Zidinyje. PanaSu, kad ReA artrita sukelia ne
lytiniy taky ar Zarnyno nuotoliné, bet ir tiesioginé infekcija, reziduojanti pakenktame
sanaryje. Tad ReA gali biiti vertinamas kaip bakterijy sukeltas artritas, kartu pakenkiantis
sgnarius ir lytiniy taky bei Zarnyno gleivines, panaSiai, kaip sergantiems
spondiloartropatijomis (psoriaziniu artritu PsA) ar sisteminémis minkStyju audiniy
autoimuninémis ligomis pakenkiama oda (SRV, SSD) ir sanariai kartu asmenims,
turintiems genetine predispozicija. Dar 2007 m. mokslinéje spaudoje buvo raSoma, kad
sergant ReA sinovinis skystis yra sterilus su bakterijomis artrito sukéléjomis,
reziduojanCiomis zarnyne ar lytingje sistemoje. Salia bakteriju ReA ligoniy SS radome nuo
3 iki 5 skirtingy rusiy virusus, vyraujant ligoniy sinoviniame skystyje (Parvovirus B19,
Influenzavirus, Herpesvirus, HBV ir HCV, Retrovirus) virusams. Manome, kad jie taip pat
vaidina svarby vaidmeni ligos etiopapatogenezéje, grei€iausiai modifikuodami pakenkiamy
audiniy lasteliy genus, apie kg jau ra§o moksliné spauda ir §j vaidmen] dar reikés patikslinti
ateityje. Gal biit, ReA gydymui $alia specifinio gydymo bus reikalingi prieSvirusiniai

agentai.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Infekty tyrimo artritinio sanario skystyje, panaudojant negatyvinio kontrasto
elektronine mikroskopija (NEM), biidas, apimantis

a) paraminiy variniy tinkleliy paruo$ima diagnostinei NEM;

b) negatyviniy dazy paruo$ima;

¢) sinovinio skys¢io (SS) paruo§ima NEM tyrimui;

d) paruostos SS suspensijos daZyma;

e) SS pavyzdziy tyrima EM; ir

f) rasty infekty identifikavima,

besiskiriantis tuo, kad SS paruos§imo NEM tyrimui stadijoje ¢)

- SS fiksuoja 1% gliutaraldehido (GA) ir 4% paraformaldehido (PFA)
fiksatoriumi, praskiestu natrio kakodilato [Na(CH3)2 AsO, 3H,0] buferyje
su 0,1% CaCl;

PFA tirpina natrio kakodilato buferiu, pakaitintu iki +65°C, vandens

voneléje, kratant 30-45 min.;

i kar$ta tirpalg praskaidrinimui jla§ina 2 ]JaSus 10N NaOH;

gautg tirpalg atSaldo iki kambario temperaturos;

lasina 1N HCl iki pH 7,2;

inaktyvuoja mikroby ir virusy dauginimasi, SS palaikant 0,02% Na azido

(NaNs3) bidestiliuoto vandens tirpale;

fiksuotg ir inaktyvuota SS praskiedZia destiliuotu vandeniu iki optimalaus
santykio 1:50-250; _
ir tuo, kad stadijoje f) i§ EM mikrofotografijy sudaro SS rasty infekty

panoraminj vaizda konkre€iam ligoniui.

2. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad ji naudoja RA ir ReA artrity

ankstyvai ir/arba diferencinei diagnozel.
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