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Technicka poznamka
» Logicky by se mél provest nejprve prvni
ukol (izolace viru na vejci) a poté teprve
druhy (prikaz pritomnosti viru v amniové
tekutiné Hirstovym testem).

e Z dlivodu 90min inkubace druhého ukolu
vSak zacneme druhym ukolem, az poté
provedeme ukol prvni. Druhy ukol
dokonce predradime i teoretickému
vykladu. Vysledek druhého ukolu pak
odecteme na konci praktika a vylozime si
jeho vyznam.

 Proved'te ukol presné podle navodu.




Pribeh

e Pan Plicnik lezel povadle uz vice nez tyden
v nemocnici pro dlouhodobé dychaci obtize.
Shlukla se kolem né&j skupinka medikd.
Snaziveé ho lechtali svymi fonendoskopy a
nesmelymi prsty zkouseli poklep. Nenasli
vsak zadny patologicky nalez.

» Vtom se prihlasila studentka Pilnouskova.
,Pacient ma suchy kasel, fyzikalni vysetreni
nic neprokazalo. Nemohlo by jit o atypickou
pneumonii?" Asistent zazaril: ,Vyborng, no
aspon nekdo ze na to prisel!™




Atypické pneumonie

 Se vyznacuji pomalejSim nastupem, spise
neproduktivnim kaslem a castou absenci
klasickych fyzikalnich priznakl

» Plvodci klasickych zanétu plic (jako je napr.
Streptococcus pneumoniae) se tu neuplatni,
vétsSinou je plivodcem néktery z respiracnich
vird. Mlze to vSak byt i néktera bakterie,
zejmeéna Mycoplasma pneumoniae, popr.
Chlamydia pneumoniae.

» V pripadé bakterialnich ptivodcl je mozna
antibioticka lecba (doxycyklin, makrolidy)
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Dnes se v nasich ukolech setkame s viry

e respiracnimi
—viry chripky A a B
— viry parachripky
— RS viry
— adenoviry

— Mycoplasma pneumoniae — neni virus, ale
diagnostikuje se virologickymi metodami

e virem klistove encefalitidy




Chripka

e Chripka je onemocneéni celého teéla, ale
predevsim dolnich cest dychacich. K obrazu
chripky nepatri ryma ani bolesti v krku, ale suchy
kasel, vysoké horecky, schvacenost a bolesti
svalll. Zac¢ina Casto velice prudce.

 Nebezpecna je chripka u imunosuprimovanych
(predevsim delsi trvani), tehotnych, starsich
osob. Zalezi ovsem take na konkrétnim podtypu
chripkoveho viru

e Behem 1. svetove valky zahynulo mnoho lidi na
tzv. spanélskou chripku




Virus chripky

Influenza
Virus
Anatomy

o= Neuraminidase

Lipid (Sialidase)

~
% Hemagglutinin




Influenzavirus A — antigeny

o Z vlastnosti viru chripky je nejddlezitéjsi
antigenni promeénlivost. U viru chripky se
rozeznava 15 podtypu podle
hemaglutininového antigenu (H) a 9
podtypl podle rtizné neuraminidazy (N).

e Je mozny lehky antigenni posun — drift,
tedy drobné zmeny antigennich oblasti

 Je také mozna antigenni vymena - shift:
objevi se zcela novy podtyp s novym H,
popripadé N. MUze dojit i ke genetickému
preskladani a vzniku noveho hybridu.




Virus
chripky
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Viral lipid 1'E||
membrane Hemagglutinin

Influenza A and B viruses have 2 surface glycoproteins:
hemagglutinin, which is necessary for the virus to attach
to host-cell membranes, and neurammidase, an enzyme
involved in viral penetration and release of virus from
infected calls.




Chripka — prevence, profylaxe, |écba

* Prevence je mozna ockovanim, ktere je
doporuceno hlavné oslabenym osobam.

» K profylaxi a lécbeé Ize pouzit nektera
antivirotika, jednak inhibitory proteinu M,
(amantadin a rimantadin, nékteré kmeny
jsou jiz na ne rezistentni), jednak inhibitory
neuraminidazy (zanamivir a oseltamivir).

» Pouze posledni dva jmenovanée ucinkuji na
kmeny ,,ptaci chripky", tj. HSN1.
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Virus chripky

http://www.bio-
pro.de/en/region/rhein/magazin/01112/index.html
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Slovni hricka: ,Otevrel jsem okno, a dovnitf vletél

Enza"“. Dovnitr vletél Enza — ,in flew Enza" se cCte stejne jako
Jnfluenza™ = chripka

| OPENED THE LN

Z knihy ,,A practical
guide to clinical
bacteriology*,
Pattison JR et al.,
Wiley, London 1995




Viry parachripky

» Jsou to paramyxoviry, blizce pribuzné viru
priusnic (mumps) a vzdalenéji i viru
spalnicek (osypok)

» Na rozdil od pravé chripky délaji casto i
katary hornich cest dychacich. Chripce
podobny kasel vsak mUze byt téz, vétSinou
vsak (zvlast’ u dospelych) bez horecky.

» Diagnostika: KFR, HIT, ELISA; jsou
zkrizené reakce. Je mozny i primy prikaz ve
vyplachu z nosohltanu izolaci na TK.




RS virus (respiracni syncycialni virus,
pneumaovirus)

e Je vzdalené pribuzny virdm parachripek

e RS-virus je vyznamnym patogenem
dolnich cest dychacich v prvnim
plilroce zivota

e Jak napovida nazev, zpusobuji splyvani
nakazenych buneék (syncycia — soubuni)

» Diagnostika — ELISA, primo tkanove
kultury




Adenoviry — Neobalené DNA viry

» Poprveé byly izolovany 1953 z vyriznute
adenoidni vegetace (nosni mandle)

o Zahrnuje viry lidske, zvireci a ptaci

» Jsou stredne velké (80 nm), neobalené,
symetrie kapsidy je kubicka. Maji tvar
dokonale pravidelného dvacetisténu.
Kapsida je slozena z 240 hexonl a 12
vrcholovych pentond.

e Je znamo 47 serotypl adenovird, které
mohou byt patogenni pro Cloveka. Ty se
mohou liSit priznaky i moznosti diagnostiky
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Adenovirus

http://www.tulane.edu/~dmsander/Big_Vir

ology/BVDNAadeno.html



Lidské adenoviry

e Mohou vyvolavat rymy, zanety hltanu,
zanety spojivek (od lehcich po zavazné)

» Typy 40 a 41 (liSici se take tim, ze se
nedaji kultivovat) zplsobuji prajmy
(hnacky) malych déti

e Jeden typ také mize zplsobovat zanét
mocového mechyre s krvacenim

» Diagnostika muze byt kultivacni (na
tkanovych kulturach) a serologicka
(komplementfixace)

e Cilena lécba neni mozna




http://web.uct.ac.za/depts/mmi/stannard/emimages.htmi
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Adenovirus




Adenoviry

http://www.tulane.edu/~dmsander/Big
_Virology/BVDNAadeno.html
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Mykoplasmata

e zvlastni skupina bakterii - Mollicutes -
"ty s mékkou kuzi"

e nemaji bunécnou sténu.

 nelze stanovit jejich tvar, ktery mize byt
kulaty, ovalny Ci vilaknity.

 u Cloveka jsou vyznamne rody
Mycoplasma a Ureaplasma

e nejmensi organismy, ktere ke svemu
rdstu nepotrebuji cizi bunku

o nekolikrat mensi nez bezneé bakterie







Mycoplasma pneumoniae
e plvodcem tzv. atypickych pneumonii.

e mohou nastat i mimoplicni komplikace
(srdecCni, nervove a jine).

 Casto naopak jen jako ryma nebo uplné
bez priznakd

e prenos vzduchem
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Mycoplasma hominis, Ureaplasma
urealyticum

» dlleziti pivodci pohlavné prenosnych nakaz
» zanety pochvy, mocove trubice aj.

» Mycoplasma genitalium. také na pohlavnich
organech, vyznam nejasny

» Mycoplasma penetrans: u nemocnych AIDS
jako oportunni infekce




Mykoplasmata

Fg. 17-B3 Mycoplasma. Electron micrograph  of My

ceplasma preumanice. The cell leks a cell walland is bounded by

a cyroplasmic membrane that has a trilaminar structure,



Diagnostika mykoplasmat
 Kultivace na nebunécnych, avsak nicméné
specialnich mediich

o KFR, ELISA aj. Obvykle zaroven se serologii
respiracnich virQ

Lecba
Nelze pouzit antibiotika, pusobici na
bunecnou stenu.
Udinné jsou makrolidy (tj. erytromycin a
spol.) a tetracykliny.
U M. pneumoniae se zkousi oCkovani — ve

stadiu vyzkumu.
i




Virus klistové encefalitidy
Virus kliestovej encefalitidy

 RNA virus, patri mezi flaviviry

o Klist'ova encefalitida sice postihuje casto déti,
zavazne priznaky ma vsak spise u dospélych.
Presto se dospéli malokdy nechaji ockovat.
V prvni fazi pripomina chripku, ve druhé
priznaky meningealni ¢i mozkové. Smrtnost
(letalita) infekce je 1 — 5 %.

 Jde o typicky arbovirus, zdrojem jsou hlodavci

» Diagnostika je nejcastéji neprimy prikaz —
KFR, HIT, ELISA. Lze pouzit také primy prikaz
izolaci viru na sajicich mysatek, pripadne PCR




Virus klistové encefalitidy

ARN simple brin
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I http://vietsciences.free.fr/khaocuu/nguxenlandung/virusO1 .htm




Z vlastnosti virt

» Vime jiz, ze viry jsou nebunécné castice,
obsahujici DNA ¢i RNA v nukleokapsideg, a
pripadné jesteé obsahujici virovy obal

e Soucasti tohoto obalu muze byt latka, ktera
in vitro shlukuje cervené krvinky. Tohoto

jevu jsme ostatne uz vyuzili v praktiku J09
v hemaglutinacne inhibicnim testu.

 Z dalsSich vlastnosti: Virus potrebuje cizi
bunky. Takoveé nalezne napr. ve tkanove
kulture nebo ve strukturach oplodnéneho
vejce s kurecim zarodkem




Virologicka diagnostika

o Mikroskopie: elektronopticka, opticka jen
k prikazu néceho, co viry délaji in vivo i
in vitro (inkluze, cytopaticky efekt)

o Kultivace = izolace Vyzaduje zivé bunky.
e Biochemicka identifikace nepada v Uvahu
e Pokus na zvireti zde splyva s izolaci viru
e Prlkaz DNA — u virld > u bakterii

e Priikaz AG ve vzorku — velmi bézny

e Neprimy prikaz — obvykle zakladem
veskeré diagnostiky vird




Mikroskopie ve virologii

o Elektronova mikroskopie je vhodna
k pozorovani vétsiny virt. Je vsak velmi
nakladna a neni vzdy dostupna

o Opticka mikroskopie se da pouzit
— K pozorovani velikych virG (poxviry)
— K pozorovani bunecnych inkluzi in vivo
(Negriho teliska u vztekliny)

— K pozorovani cytopatickych efektl in vitro
(fada rlznych virQ)




Izolace virli
e /Zvire se pouziva dnes jiz mene casto.

Klasickym zviretem je sajici myse.
 Vajecny zarodek je klasickou metodou
— Amniova dutina

~A
-7
-C

lantois
outkovy vak

norioalantoidni membrana (pouze zde nekdy

pozorovatelny vysledek — tzv. poky)
e Tkanove kultury: LEP, HelLa, opici ledviny
(oblicky) a rlzné jiné. Nékteré viry délaji na
TK cytopaticky efekt (CPE)




Oplodnéné vejce a jeho casti

SH -
skorapkova
blanka

AB - bilek

http://www.scielo.cl/f
bpe/img/bres/v38n4/fi
g02.qgif

AM — amniovy vak, YS — zloutkovy vak, AL — allantois

CH — chorioallantoidni membrana (CAM)




Jak prokazu virus, kdyz ho neni nijak vidét?

» Bakterie pri kultivaci tvori viditelné kolonie,
nebo aspon kali bujon. Naproti tomu, jen
nekdy vidime vysledek izolace viru (CPE,
poky), mnohem casteji vysledek viditelny
neni

 Izolovany virus tedy musime né€jak
prokazat, treba prtkazem antigenu

o Klasickou metodou je Hirstiv test — prikaz
schopnosti viru shlukovat krvinky




Cytopaticky efekt (CPE)

» Jen zridka se cytopaticky efekt viru na
bunku projevi podstatnou zménou
metabolismu, ktera by se pak pri pridani
indikatoru projevila barevhou zménou (jak
jsme vidéli u virus neutralizacniho testu)

o /pravidla CPE pozorujeme v mikroskopu:
— zakulaceni bunék
— ztrata desmosomU mezi burikami
— ztrata usporadani jednim smérem
— celkoveé nastava ,,misto radu chaos"
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http://cmir.mgh.harvard.edu/cellbio/cellculture.php?
menulD_=122

H5V Growing in Tissue Culture

www.herpesdiagnosis.com/diagnose.html

Tento obrazek jeste uvidite jednou...

(HSV je virus prostého oparu — HSV 1 zplsobuje zpravidla
herpes labialis, HSV 2 herpes genitalis)




Chripka — diagnostika

e Diagnostika ma epidemiologicky vyznam
(dCkaz, ze epidemii plsobi opravdu chripka)

e Primy priukaz chripky (vyplach z nosohltanu)
— prtkazem virového antigenu

— izolace v amniové dutiné (virus se pak prokazuje
Hirstovym testem)

— izolace na bunkach opicich ledvin
— prikaz virové RNA pomoci PCR
e Neprimy priikaz chripky
— klasické vysetreni — parova séra, KFR, HIT
— ELISA — IgM, IgA
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Ovoskop (pred prvnim ukolem)

» V dobg, kdy svet pretéka technicky
komplikovanymi pristroji, kterymi rozumi
stale méne technikd, zlstava Uzasnym
klasickym zarizenim ovoskop. Sklada se
z drevené bednicky, zarovky a posuvného
prkénka s dvéma otvory.

e Jeden je kulaty k umisténi vejce nastojato

e Druhy je ovalny k umisténi vejce nalezato




Jesté jedno schéma oplodnéného vejce

SHELL

AIR POCKET

EMERYO

AMNION

YOLK SAC

CHORION

ALBUMEN

http://www.kidfarm.net/chicken/e
bryo.jpg




Izolace virl a podobnych agens na vejci

o Amniova dutina, obklopuijici zarodek se
pouziva Casto, napr. u vird chripky

o Allantois, tedy odpadni vacek, je zejména
u starsich embryi snadno dosazitelnou
strukturou. Je vSak malo vyzivny

» Zloutkovy vak slou?i napf. k p&stovani
chlamydii (coz jsou bakterie, ale
vlastnostmi znacné podobné virtim)

o Chorioalantoidni membrana slouzi
k pé€stovani zejména poxvirtl a herpesvird

o Pri vyrobe ockovaci latky se virus péstuje na allantois
(coz je mozne az po nekolika pasazich v amniu)




Ukol 1: aplikace inkoustu (,viru“) do

amniové dutiny

Vejce prosvitte v ovoskopu a naznacte tuzkou
okraj vzduchové bubliny

Odriznéte skorapku nad vzduchovou bublinou
Na papirovou blanku kapnéte alkohol

Vejce opét prosvitte v ovoskopu a vyznacte pozici
zarodku, resp. jeho oka

Jehlou se jakoby snazte vypichnout oko kurecimu
zarodku (ono stejné utecCe) — bud’ primo
v ovoskopu, nebo pripadné mimo nej

Aplikujte inkoust (atrament)
Pripadné si zkuste vejce zavickovat
Vejce rozklopte a sledujte vysledek




Po skonceni
prace s vejcem...

* ...vyhodte Petriho misku s vejcem
a veskere zbytky skorapky do
polyetylenového sacku (sacky jsou
na stole nejblize k ovoskopu)




Ukol 3: HIT — kli¢tova encefalitida

» Vedle KFR je HIT jednou z klasickych metod
prikazu tohoto viru.

» Pozitivni je zabrana virového shlukovani
krvinek (= sedimentace krvinek na dno)

» Negativni je shlukovani krvinek (bramboroid
Ci bramborak, jak je komu libo)

A\ A" 4

» Titr je nejvyssi redeni, kde je jesteé reakce
pozitivni (tedy kde krvinky sedaji na dno)
» CtyFnasobny vzestup/pokles titru se povazuje

za signifikantni pfi pouziti parovych sér




Ukol 3 — praktické provedeni

 V hornim radku je pozitivni kontrola, tu si
neprekreslujte do protokolu

 Dale vidite pacienty K, L, M, N s dvojicemi
jejich sér

o Vysledek: Jak se presvedcite, jeden pacient
se s kliStovou encefalitidou vibec nesetkal,
dva ji prodélali (treba i bez priznakt), a
jeden je pravdepodobné ve fazi akutniho
onemocnéni (16x vzestup titru)




Ukol 4 — KFR u respiracnich vir(l

 Cilem je urcit, ktery z Sesti testovanych
pUvodcl je zodpovédny za momentalni
respiracni potize naseho pacienta

e Pozitivni je nepritomnost hemolyzy -
sedimentace krvinek na dno

» Negativni je hemolyza (,malinova limonada")

o Titr je nejvyssi redeni, kde je jeste reakce
pozitivni (= kde krvinky sedaji na dno)

» CtyFnasobny vzestup/pokles titru se
povazuje za signifikantni (pri pouziti
parovych ser)
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Ukol 4 — spravny vysledek reakce

e RAC
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KkaAlIl:4
KkaAIll:4
ka B I — zadny titr

ka B II — zadny titr

K 5 — Parachripka I — zadny titr
K 6 — Parachripka II — zadny titr
K7—RSvirusI1:4
K8—RSvirusII1:8

K 9 — Adenovirus I — zadny titr

K 10 — Adenovirus II — zadny titr
Radek 11 — Mycoplasma pneumoniael 1 : 8

Radek 12 — Mycoplasma pneumoniaell 1 : 128




Zaver

o Mycoplasma pneumoniae je
pravdépodobnym plvodcem ochoreni

» Je doporucena antibioticka lecba (napr.
doxycyklinem)

» Pacient se jiz za zivota setkal s chripkou A
a RS virem

» Pacient se nikdy nesetkal s ostatnimi
testovanymi viry

Do kolonek pro datum si napiste 23. dubna
2007 a 14. kvetna 2007




Ukol 5: Demonstrace TK a CPE

o Strcte si do mikroskopu celé zkumavky tak
jak jsou, snazte se zaostrit na vnitrni sténu.

e Mozna uvidite tkanove kultury, v nekterych
mozna i s cytopatickym efektem

o V pripad€, ze nic neuvidite, si mikroskopii
tkanove kultury bez cytopatického efektu a
s nim nakreslete dle nasledujiciho obrazku

(ale ne ze to ani nezkusite a budete hned
kreslit podle obrazku! @)




http://cmir.mgh.harvard.edu/cellbio/cellculture.php? www.herpesdiagnosis.com/diagnose.html
menulD_=122

(HSV je virus prostého oparu — HSV 1 zplsobuje zpravidla
herpes labialis, HSV 2 herpes genitalis)




Ukol &. 6 — shell-vials techniky
(demonstrace)

 Jde o techniky urychlene kultivace.
» Inokulum se centrifugaci vmasiruje do

A" 4 V 4

bunecneé kultury narostlé na kulatém
krycim sklicku
» Pomnozeny virus se dokazuje pomoci

imunofluorescence monoklonalnimi
protilatkami

» Cely postup je hotov do 24 h po prijeti
vzorku (zatimco klasicka kultivace trva
nékolik tydnl)




Ukol 2 — vyhodnoceni na zavér praktika

e Hirstlv test. Pokud jsme proved|i spravne,
nyni po inkubaci by meélo byt patrné virem
zplsobené shlukovani krvinek

e Schopnost viru shlukovat krvinky je jednou

z moznosti, jak dokazat pritomnost
néjakého viru napr. v amniove dutine.

e Chceme-li dokazat, ze to neni néjaky virus,
ale konkretni virus, zkusime shlukovani
specificky inhibovat protilatkami — jde pak
vlastné o hemaglutinacné inhibicni test.




http://www.tulane.edu/~d
msander/Big_\Virology/B
VDNAadeno.html




