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Klinicka mikrobiologie

* mikrobiologie = véda o mikrobech

v(viry a priony - vir@

v’ bakterie - bakteriologie

v’ kvasinky a plisné - mykologie
v’ paraziti - parazitologie

* klinicka mikrobiologie se zabyva etiologii, patogenezi a
imunogenezi onemocnéni vyvolanych mikroby



Definice viru

 |at. virus — ,Stava, jed”, v Iékarské terminologii ,,infekcni
Cinitel”

e Virus je Spatna zprava zabalena do bilkoviny” (Sir Peter
Brian Medawar, nositel Nobelovy ceny za fyziologii a
lékarstvi v roce 1960)

e Viry muZzeme s trochou nadsazky definovat jako Tolkienovy
Nazguly, bytosti ani zivé, ani mrtvé, pohybujici se v zemi
nikoho, na fronté mezi Zivotem a nezivotem.” (Marek Orko
Vidcha, Tancici skdly, 2003)



Povaha viru

Vviry jsou nebunécné castice tvorené nukleovou
kyselinou (DNA nebo RNA) a bilkovinou, mnozici se jen
v zivych hostitelskych bunkach

Viry nejsou organizovany jako bunky, ale jako castice

obsahuji jediny typ nukleové kyseliny: bud RNA nebo
DNA

nemnozi se delenim, ale syntézou svych slozek
syntéza je zavisla na ribosomech hostitelské bunky



Viry jako mikroorganismy

nejsou viditelné béznym mikroskopem
nerostou na kultivacnich pudach
nejsou citlivé na antibiotika

Siri se v populaci
vyvolavaji onemocnéni
spousti imunitni reakci

diagnostikuji se metodami pfimého a neprimého
prukazu



Historie virologie

» starovekeé civilizace - prvni popisy onemocnéni virového
puvodu, viry jako puvodci nebyly znamy, studovany
pouze projevy onemocnéni (pravé nestovice, prenosna
détska obrna, vzteklina...)

Memphis, Egypt, 1400 pf.n.l.




1892: objev infekcéni viroveé castice

virus mozaikové choroby tabaku
Dimitrij lvanovskij (1864 — 1920)

dokazal, ze stava z listd nakazenych mozaikovou
chorobou tabaku zustava infekéni i po filtraci pres
porcelanovy bakteriologicky filtr

domnival se, ze jde o bakterialni toxin, ktery oznacil
terminem ,virus”

Mozaikova choroba tabaku
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Prvni zivocisny virus

virus slintavky a kulhavky

1898: Friedrich Loffer a Paul Frosch provedli prvni
pokusny prenos zivocisného viru

filtrovali tekutinu vzniklou rozmeélnénim sliznice
infikovanych zvirat

filtrat vyvolal infekci u dalsich zvirat — potvrzeni
mikroorganismu mensiho nez bakterie jako ptvodce
onemocneni

Virus slintavky a kulhavky



Prvni lidsky virus

virus zluté zimnice

velké epidemie v 17. — 19. stoleti v Africe, Jizni a Stredni
Americe

1881: Carlos Finlay popsal prenos zluté zimnice komarem
Aedes aegypti

1902: Walter Reed objevil virus zluté zimnice a potvrdil
prenos komarem

Carlos Finlay Walter Reed



Enwelope protein

Stavba viru

virion = virova castice
- vnitrni ¢ast — dren neboli nukleoid obsahuje
nukleovou kyselinu
- zevni cast — kapsida obsahuje bilkovinu

nukleoid + kapsida = nukleokapsida (neobalené viry,
napr. pikornaviry, adenoviry)

nukleokapsida muze byt uloZzena ve virovém obalu
(obalené viry, napf. herpesviry)



Nukleova kyselina

* typ a organizace virového genomu:
— RNA nebo DNA
— jednovlaknova nebo dvouvlaknova
— segmentovana nebo nesegmentovana
— linearni nebo kruhova

— pseudodiploidni genom (retroviry — dveé shodna
pozitivni vlakna RNA)



Kapsida

* sestavena z bilkovinnych podjednotek neboli protomer
usporadanych symetricky

- kapsida s kubickou (ikosaedralni) symetrii — tvar
dvacetisténu (napr. herpesviry, adenoviry)

- kapsida se spiralni (helikalni) symetrii — tvar valce

(napr. orthomyxoviry)

- kapsida s komplexni symetrii — napt. bicCikaté fagy,

POXViry



Kubicka (ikosaedralni) symetrie

Komplexni symetrie




Trideni vird

dle povahy hostitele: viry bakterii (bakteriofagy),
kvasinek, prvoku, rostlin, hmyzu, obratlovci

dle pritomnosti obalu: neobalené viry, obalené viry
dle charakteru genomu: RNA viry, DNA viry

dle symetrie kapsidy: viry s ikosaedralni symetrii,
helikalni symetrii, komplexni symetrii



Nazvoslovi vird

viry nemaiji oficialni latinské dvoujmenné nazvy
virové celedi — nazev konci koncovkou -viridae
virové podceledi — koncovka -virinae

virové rody — koncovka —virus

virovy druh neni jednoznacné definovan, pouzivaji se
VZité nazvy

priklad: Celed Herpesviridae, podceled
Alphaherpesvirinae, rod Simplexvirus, druh lidsky
herpesvirus 1



Virové infekce

hepatitidy: HAV, HBV, HCV, HDV, HEV
herpetické viry: HSV, VZV, CMV, EBV, HHVEG...

neuroviry: virus klistové encefalitidy, enteroviry, virus
vztekliny...

respiracni viry: viry chripky, adenoviry, rhinoviry,
koronaviry...
viroveé gastroenteritidy: rotaviry, kaliciviry, astroviry...

virus priusnic, zardenek, spalnicek, HIV, aj.



Velikost virt: 20 nm (pikornaviry) — 300 nm (poxviry)

1 micron

Chiamydia

Herpes virus

Influenza virus

Bacterium (Staphyllococcus
aureus|

Picornavirus [polio)



Virologické vysetrovaci metody

a) primy prukaz

b) neprimy prukaz (prukaz serologicky)




Primy prukaz viru
e ve vySetrovaném vzorku lze prokazovat:

v morfologicky typické ¢astice (elektronovad mikroskopie)
v’ antigeny (serologické metody)

v’ virové nukleové kyseliny (molekularné biologické
metody)

v infekéni agens (izolace viru na vhodnych objektech)



Mikroskopicky prukaz viru

elektronova mikroskopie

1933: sestrojen elektronovy mikroskop na Vysoké skole
technickeé v Berliné

1939: prvni elektronoptické snimky viru mozaikové
choroby tabaku

technika negativniho kontrastu

Elektronopticky snimek viru
mozaikové choroby tabaku




Prukaz virovych antigenu

* imunoenzymatické metody — ELISA, napt. prukaz
HBsAg, HBeAg

* prima imunofluorescence — fluorescencni mikroskopie,
napf. prikaz antigenu respiracnich viru

 latexova aglutinace — napr. prikaz rotavirovych a
adenovirovych antigenu ve stolici




Prukaz virovych nukleovych kyselin

polymerazova retézova reakce
primy prukaz NK vird (RNA nebo DNA)
ruzné modifikace

vyhody: vysoka specificita, rychlost, moznost detekce
vice agens soucasne (multiplexni PCR)

nevyhody: vysoka cena, pristrojové vybaveni, riziko
kontaminace




Vystupy vysetreni real-time PCR
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PCR — priklady termocyclerd
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Princip PCR

opakované cykly tfi jednoduchych reakci:

— denaturace dvojsroubovice hledané DNA na dve
izolovana vlakna (94 °C)

— annealing - pripojeni dvou kratkych syntetickych
nukleotidu (primery) na tato vlakna (54 — 65 °C)

— prodluzovani primeru v pritomnosti vhodnych

reakcnich slozek a enzymu Tag-polymerasy za vzniku
dvou kopii hledané DNA (72 °C)



PCR. Denaturation 94°C
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(Andy Vierstraete 1999




|zolace viru

* prukaz infekéniho agens na vhodnych objektech:

v’ pokusna zvifata — bild mys

v’ kureci zarodky — o€kovani viru do amnia, alantois, na
chorioalantoidni membranu, do zloutkového vaku

v’ tkdnové (bunécéné) kultury — primarni kultury opicich
ledvin, bunécné linie bunéek Hela, Hep-2, Vero, diploidni
kmeny z bunék emryonalnich plic




Neprimy prukaz viru
= prukaz specifickych protilatek neboli priukaz serologicky

* serologické reakce — reakce mezi antigeny a
protilatkami in vitro

* pouziti v diagnostice virovych infekci a nékterych
bakterialnich infekci (obtizné kultivovatelné bakterie)

 material: 5 - 7 ml srazlivé krve, likvor, synovialni
tekutina




Protilatky

* imunoglobuliny schopné " st |,

vazebné misto
lehky

specificky se vazat na AN 2 Vi
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* tridy imunoglobulinu: ey
1gG, 1gM, IgA, 1gD, IgE



Dynamika tvorby protilatek

lgM — prvni protilatky, pretrvavaji tyden az néekolik
mesicu, svédci pro Cerstvou infekci

lgA — pretrvavaji o néco déle, svedci pro Cerstvou
nebo nedavnou infekci

lgG — nejvyssi hladina meésic po zacatku onemocnéni,
mohou pretrvavat roky

IgG

Mnozstvi protilatek
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Prehled serologickych metod

Precipitace
Aglutinace
Komplement fixacni reakce (KFR)
Reakce se znacenymi slozkami:
- imunofluorescence
- enzymova imunoanalyza
- Western blot (imunoblot)



Precipitace

e antigen koloidni povahy

e precipitacni neboli vloCckovaci testy na lues
* VDRL, RRR, RPR

kardiolipin + protilatky v séru — precipitace

IMMUTF

AL3%




Aglutinace

e antigen korpuskularni
povahy

* antigen + hledand
protildtka — viditelny
shluk (aglutinat)

* prukaz protilatek napf. u
salmonelodzy, yersiniozy,
listeriozy, tularémie




Komplement fixacni reakce

* komplement

komplex antigen + hledana protilatka

indikatorovy neboli hemolyticky systém (berani

erytrocyty senzibilizované kralici protilatkou)

O\

zabrana hemolyzy

pozitivni reakce

hemolyza

negativni reakce
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Imunofluorescence

* jedna slozka znacena fluorescenc¢nim barvivem, prukaz
pomoci fluorescencniho mikroskopu

V4

e prima - prukaz antigenu

N/

* neprima — prukaz protilatek

Neprima imunofluorescence
- protilatky proti HHV6




Enzymova imunoanalyza

jedna slozka znacena enzymem, ktery rozlozi pridany
substrat za vzniku barevného produktu

vysledek: barevna reakce
hodnoceni: méreni absorbance

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)




Western blot

antigen rozdéleny na jednotlivé polypeptidy dle
molekulové hmotnosti na nitrocelul6zovém pasku

vazba hledanych protilatek ze séra na prislusné
antigenni frakce

vysledna reakce — barevny prouzek
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Automatizace serologickych vysetreni

* analyzatory na principu chemiluminiscencni nebo
elektrochemiluminiscencni imunoanalyzy

* vyhody:
* rychlost vysetreni
* klinicka senzitivita, specificita
* moznost predrazeni vzorku (statimova vysetreni)
e Siroké menu (vice metod soucasné)

* minimalizace hand-on-time O
e pouziti ¢arovych kédu % ]
* import/export do LIS . — =

Cobas e411, Roche



Priony

z angl. proteinaceous infectious particles
neobsahuji nukleovou kyselinu

vysoka odolnost k zevnim vlivim

ucinna kombinace autoklavovani 134 C/1 hod. a
pusobeni 1 M NaOH

Stanley Prusiner (1997 Nobelova cena)




Vlastnosti prionu

* konformacni zména alfa-helikalni struktury prionového
proteinu na patologickou beta strukturu




Prionové choroby

velmi dlouha inkubacni doba (nékolik let)

chronicky, postupné se zhorsujici pribéh s fatalnim
koncem

minimalni nebo neobvyklé patologické zmény
vliv genetickych faktoru

neucast imunitniho systému



Prionové choroby

= prenosné spongiformni encefalopatie

* scrapie u ovci a koz

e bovinni spongiformni encefalopatie (BSE, ,nemoc
silenych krav”) u krav

e kuru

 Creutzfeldt-Jakobova choroba



Kuru, Nova Guinea, 1957




