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Diagnostika virovych infekci

* Pfimy prukaz viru :
kultivace (je zdlouhava a draha)
prukaz antigenu imunologickymi nebo
genetickymi metodami

o Castéj1 je uzivan neprimy prukaz viru, tedy
stanoveni protilatek proti nim




Metody pirimeho prukazu viru

» Elektronova mikroskopie - v rutinni dg. se
neuziva

* Optickym mikroskopem prokazujeme jen
poxviry a virum podobn¢ bakterie
(chlamydie a rickettsie)

* V bunce vidime virové inkluse
(vzteklina, trachom, cytomegalie)




Prukaz virovych antigenu-ELISA

* v jamce je vyrobcem navazana protilatka

7 klin. materialu (napf. s€ra) se navaze na
protilatku antigen viru, promyjeme

» piidame tzv. konjugat (protilatka proti
imunoglobulinu s navazanym enzymem

* po promyti pridame substrat, ktery je St€pen
enzymem, pricemz vznika zbarveni,
reakci zastavime kyselinou, zbarveni
meéfime fotometrem.




e Nameérenou extinkci srovhavame s hranic¢ni
hodnotou tzv. cut off

* Vysledek udavame jako pozitivni nebo
negativni, v nékterych pripadech jako Index
pozitivity, tj.. podil extinkce a cut off

» Pouziti: u hepatitidy B (HBsAg australsky
antigen), u viru chripky, parachtipky,
RS- viru a u chlamydii




Jin¢ metody prime¢ho prukazu

* Imunofluorescentni metody nahradily
prukaz inkluzi

* australsky antigen se drive prokazoval
precipitaci v gelu
* RIA - radioimmunoassay se nevzila,

diagnosticke laboratore nejsou veétSinou
vybaveny pro praci s 1zotopy




Geneticke metody

* Geneticke sondy - uziti papilomaviry,
rozezname vysoce onkogenni typy,
u HCV prokazuje akutni infekci, v dobé€ kdy
nejsou prokazatelne protilatky

« PCR - HIV, HBV, HCV, EBV, HHV6 a 7,
CMV




Izolace viru (kultivace)

* Viry nerostou na bezbunécnych pudach

* [zolovat je muzeme:
— na zviratech
— na kufecich zarodcich
— na tkanovych kulturach
 virologické metody rozvijeny vyznamnéji
az po 2. sveétove valce




Pokusna zvirata, ockovani

Bila mysS je symbolem nejen psychiatra, ale

virologa

intracerebralné - virus klist'. encefalitidy
virus herpes simplex, u ornitosy
intraperitonealné

sajici mysSata - coxsackieviry sk. A, reoviry

morcata - virus |

culhavky a slintavky

pokusn¢ zvire ul

nyne, zmeny na organech




Kureci zarodek

 Struktura:
pod skorapkou membrana papyracea
pod ni chorioalantoidni membrana
alantoidni vak (10 ml)
amniovy vak (3 ml) v ném
zarodek (velkeé oko a zobak), na brisni strané
zloutkovy vak (dg. chlamydii, rickettsii)

* Vejce prosvitime a zubarskou vrtackou
odbrousime skorapku nad vzduchovou bublinou




Ockovani kureciho zarodku

* Do ammia: Virus chiipky- aplikujeme 0,2 ml
jehlou (smérem k oku), zalepime leukoplasti a
voskem, inkubace 3 dny

* Do alantois: aplikujeme az 0,5 ml (jen
adaptovan¢ kmeny viru chiipky). Po 3 dnech vejce
asepticky otevieme a v tekutin€ prokazujeme
Hirstovym testem viry (aglutinuji erytrocyty)

* Na choriolalantoidni membranu: Uzivime u
poxviru, oCkujeme pod skorapku, vytvori se poky.




Tkanove kultury I

* Bunky primarni - pfipravene z organu, daji
se jen 2-3X pasazovat

» Bunky liniove - 1ze pasazovat mnohokrat
(Casto nadorove bunky)

* Pro kultivaci TK nutné nejCistSi chemikalie,
redestilovana voda ve skle, specialni sklo
dnes uzivame plasty, zkumavky nebo
Rouxovy (Ct1 Ru) lahve




Tkanove kultury 11

* Media : Parker, Eagle, MEM medium.

* Media obsahuji : soli, AA, glukosu, rustove
faktory, ATB, fenol. Cerven, pH indikator,
+ az 20 % teleciho séra

* Liniove bunky: Hela (ca cervicis uteri)

* Primarni bunky: OL (opici ledviny), LEP
(lidske embr. plice) - dodavano z Prahy




Tkanove kultury III

» TK kultivujeme pii1 37 C n€kolik dnu

* Bunky vytvori na st¢tn€¢ Rouxovy lahve
jednovrstevny list bun¢k (monolayer)

e Po naoCkovani materialem dochazi k
morfol. zméné bunék (cytopaticky efekt)

* Tento pozorujeme malym zvétSenim pres
sténu lahve nebo zkumavky.

* CPE je charakteristicky, jindy se nevytvori




CPE a dourceni viru

Pikornaviry: Zakulacené bb.,alkalizace
RS-virus a viry parainfluenzy: Syntitia
Poxviry: Loziskovy CPE

Herpesviry: Mala syntitia, balonovité bb.
Virus chiipky: Bez CPE, hemadsorbce

Virus zardének: Bez CPE, interference
Enteroviry: Preziti 80 C s Mg 1onty
Obalene viry: Cithivost k eteru




