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Vysvetleni

» Prvni cast podle protokolu se stava casti
druhou v realité, a naopak

» Pricina tkvi ve vejci, resp. oplodnéném
vajecném zarodku, ktere je nutné pro
J12. Je nutno pripravit na urcity tyden — a
kvdli statnimu svatku to nemUze byt
tyden dvanacty

» Proto jsme byli nuceni pristoupit ke
Zmene v razeni praktik




Co Uz umime

e Umime pouzivat mikroskopii, kultivaci,
biochemickou identifikaci a pritkaz DNA

» Vime, jak diagnosticky vyuzit reakci antigenu
s protilatkou, a vime, ¢im se liSi precipitace,
aglutinace, aglutinace na nosicich,
komplementfixace, neutralizace a reakce se
znacenymi slozkami

e Vime, jak bojovat s mikroby pomoci
dekontaminacnich metod a
antimikrobialnich latek a umime otestovat
ucinnost téchto postupd




Pribeh
o Kupte si ty broskve, pani, volal prodavac

na exotickeém trhu. Pani Jitka broskve
koupila a odnesla do hotelu.

 V hotelovém pokoiji si je chtéla oprat, ale
ouha — netece voda. Co ted? Pani Jitka
zavahala, ale chut’ na stavnaté broskve
byla silnéjsi. Nekolik jich snim, prece se
nemuze nic stat.

» Po navratu z dovolené pani Jitka napadné
zezloutla...




Vinikem byl

» Virus hepatitidy A. Ale mohl to byt take virus
hepatitidy E — oba dva se prenaseji
Spinavyma rukama ¢i neomytymi
potravinami.

» Kromeé téchto hepatitid zname jeste jine,
které se prenaseji pouze krvi Ci sexualné

» Virové hepatitidy jsou rtizné, rtizné jsou i
viry, které je zplsobuji. Spolecné vsak maji
to, ze jejich diagnostika musi respektovat
skutecnost, ze jsou to viry, a ne bakterie.
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Co jsou to vlastné viry?

» Viry jsou nebunecné Castecky, vedou se diskuse,
zda se vlbec jedna o organismy

» O plvodu virt je nékolik teorii, neni ani jisté, ze
vznikly vSechny stejnym zptsobem

» Stejné jako bunécné organismy se snazi o
»Zachovani rodu", potrebuji k tomu ale bunku
ciztho organismu

» Kromé lidskych virt existuji i viry zvireci, rostlinné
a viry baktérii (takzvané bakteriofagy)

» Mezi viry nepatri priony — chyby v bilkoviné.
Presto je vsak zvykem probirat je ve virologii.




Rozdeéleni vir

Podle nukleové kyseliny rozdélujeme viry na
DNA viry a RNA viry

Podle poctu vlaken DNA/RNA jednovlaknové
(ss) a dvouvlaknoveé (ds), u jednovlaknovych
se jeste rozlisuje, zda se jedna o "plus" vlakno
nebo "minus" vlakno.

Podle pritomnosti viroveho obalu se jak DNA,
tak i RNA viry deli na obalené a neobalené.

Dale se klasifikuji do Celedi a rodd, jako
bakterie Ci zivoCichove; zato druhove nazvy se
zpravidla nepouzivaji




Virova castice — virion

e Virion neni bunka. Viriony maji mensi rozmery
nez vetsina bunék vcetné bakterialnich:
nejcasteji 20 — 300 nm

o Skladba virionu

— nukleokapsida nebo jadro a kapsida
— obal (u obalenych vird)

— u nekterych odlisna, atypicka skladba (VHB)

Je-li virus prave pritomen v hostitelské burice,
jeho struktura a usporadani se meni




Nukleokapsida

* je pfitomna u vSech viri

o sklada se z nukleove kyseliny (DNA, RNA) a
bilkovinné kapsidy

o kapsidy mohou mit helikoidalni
(Sroubovicovou), kubickou Ci jinou symetrii.

 viry s kubickou symetrii tvori tzv.
nseudokrystaly — pravidelné utvary, pricemz
jednotlivé viriony v nich jsou napriklad tvaru
oravidelného dvacetisténu.




Lipoproteionovy obal

* maji jej pouze obalené viry.

* je tvoren lipidickou dvojvrstvou, ktera pochazi
z hostitelské buriky (ptvodné napr.
cytoplazmaticka, jaderna membrana apod.),
do které jsou vclenény virové proteiny

» v nékterych pripadech je obal pripojen
specifickou bilkovinou k jadru.

» obalené viry jsou mené odolné (hynou totiz
pri poruseni obalu napr. vyschnutim)




Viry hepatitid

 Existuje pét hlavnich typl virovych hepatitid VHA az
VHE, které zplsobuji viry HAV az HEV. Kazdy patfi
do jiné skupiny, vétsina jsou RNA viry, ale virus
hepatitidy B je DNA virus

» VHA a VHE (pomdlcka: samohlasky) se prenaseji

fekalne oralni cestou (ruce), neprechazeji do
chronicity

» VHB, VHC a VHD - prenos krvi, popr. sexualni

(u VHC spiSe nevyznamny), mohou prechazet do
chronicity

Kromé onéch péti typl se obcas hovori i o dalsich
(viry hepatitidy G, GC, H apod.). Jejich zarazeni a
vyznam je vsak stale nejisty.




Vyskyt virovych hepatitid v USA

Uther viruses
3%

HCV 16%

HAV 47%

www-micro.msb.le.ac.uk/3035/HAV.html.




Prehled hepatitid

fekalne-oralni

sexualni, krvi

krvi

sexualni, krvi

fekalne-oralni




http://www.epidemic.org/cgi- V| Fus

bin/hepcglossary.cgi?query=HepatitisA&caller .
hepatitidy A

rfthch:/iruses/viral Replication.html

www.fags.org/health/
ick-V2/Hepatitis.html.




Vlrus hepat|t|dy B www.uct.ac.za/depts/mmi

/stannard/hepb.html.
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Virus hepatitidy D |

* Hepatitis D (Delta) Virus
Z

6 antigen HBsAg

virology-online.com/viruses/HepatitisD.htm




hepatitidy E

ocuu/nguyenlandung/virus A

ttp://vietsciences.free.fr/kh
1.htm




Hepatitidy

 Jde o infekCni zaneéty jater, lidoveé zvané
zloutenky. Je ovsem nutno odlisit zloutenku
jako prenosné virové onemocneni a
zloutenku jako priznak, ktery je pritomen
nejen pri hepatitide, ale i napr. pri obstrukci
zlucovych cest kameny

e Pacient ma horecky, travici potize, mlze
byt pfitomno zezloutnuti skléry Ci kize,
zména barvy moce a stolice atd. Hepatitidy
B, C a D mohou prechazet do chronicity, a
nekdy i byt prekancerdzou
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Pacienti se
Zloutenkou
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Klasickym zdravotnickym problémem
je zejmeéna hepatitida typu B

 prechazi do chronicity, moznost cirhozy
Ci hepatomu

o drive mozny prenos ve zdravotnictvi, pri
dnesni urovni zdravotnictvi pripada
v Uvahu jen sexualni prenos a (stejné
jako u hepatitidy C) i. v. narkomanie

 screening hepatitidy B bézny v rade
situaci (pred operacemi apod.)




Matural History of Hepatitis B

| Acute HBV infection |
90% n-ennatesl 25-30% childran \\

e 2% <10% adults
Chronic infection | \\
15—40% Ir
Fulminant Progressive chronic |+ Inactive
hepatic failure hepatitis carrier state
| ;
|
Cirrhosis ;‘
‘..-____.- v l‘l‘.‘-‘ll..
Decompensated
cirrhosis = R

www.pegasys.com/hcp/effi
3. Lok ASF, McMahon B). Hepatology 2004;39:857-861. cacy-hepatitis-b.aspx

4. Lok ASF, McMahon Bl. AASLD Practice Guidelines, Availlable at:
https./ /www.aasld.org/eweb/docs/chronichep_B.pdf.




HBV
A Global Health Froblem

Country
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WHO, Hepatitis B. 2002, Avallable at .
http://www.who.int/css/ disease /hepatitis, ‘whocdscsrivo20022/ en/, www.pegasys.com/hcp/effi

cacy-hepatitis-b.aspx
Custer B et al. J Clin Gastroenterol. 2004, 38(10 suppi:5158-5168. y P P

WHO, Seroprevalence of hepatitis B In WPRO. Avallable at; E——
http:/ /www.wpro.whaoint/ pdf/EPI/seroprevalence hepatitisB WPRO.pdf. EEEE—




pathmicro.med.sc.edu/virol/he
patitis-disease2.htm

Nahore: pacient se
Zloutenkou pri hepatitide B.
Vpravo: zena z thajskeho
uprchlického tabora, ktera
ma hepatom po hepatitide,
pozdé€ji na nemoc zemrela
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Rizikové faktory hepatitidy B

Risk Factors for Acute Hepatitis B
United States, 1992-1993

pathmicro.med.sc.edu/virol/hepatitis-disease2.htm

Heterosexual*
(41%)

Injecting
Drug Use
{15%)

Homosexual Activity (9%)

Household Contact (29%)
X‘ Health Care Employment (1%)

Unknown (31%)

{
Other (1%)

* Includes sexual contact with acute cases, carriers, and multiple partners.
Source: CDC Sentinel Counties Study of Viral Hepatitis




Vyvoij poctu pripadl v USA

Estimated Incidence of Acute Hepatitis B
United States, 1978-1995
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Prevence a lécba hepatitid

» Ockovani proti hepatitide B je nyni
soucasti normalniho ockovaciho kalendare

» Ockovani proti hepatitide A je dostupné a
doporucené napr. i pri cestach do jizni Evropy
Ci severni Afriky

» U nekterych hepatitid se pouziva Iécba pomoci
interferonti

» Jinak se pouzivaji hepatoprotektiva (latky
chranici jatra) a jina podpurna terapie




Virus HIV

o Patri mezi tzv. retroviry, které disponuji
reverzni transkriptazou (enzym pro prepis
RNA do DNA)

e Virus HIV existuje ve dvou typech s tim,
ze vétsSinu infekci zplsobuje prvni typ viru

e Prenasi se krvi, pohlavni cestou a takeé
z matky na dité

o Existuje rada lékul proti viru HIV, avsak
jejich ucinnost je omezena.




Virus HIV — onemocnéni

*Virus postihuje predevsim bunécnou imunitu

» Po nespecifické primarni infekci nastava dlouhé
obdobi, kdy se ,,nic nedeje".

 Poté se postupné vyviji generalizovana
lymfadenopatie, objevuji se postupné oportunni
infekce a pri urcitém stupni infekce se jiz hovori o
rozvinutém onemocnéni AIDS

» AIDS nema vlastni priznaky. Priznakem nemoci
jsou oportunnich infekci (toxoplasmodza,
pneumocystoza, rizné mykodzy aj.) a nadori
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A nyni jiz diagnostika. Nejprve opakovani
o Cilem mikrobiologickych metod je
zpravidla detekce patogena, popr.
urceni jeho citlivosti na antimikrobialni
latky (ale u virl zatim vétsSinou ne)

e Patogena urcujeme
— Primymi metodami
» detekce celého mikroba (jako morfologicke Ci
fyziologické jednotky)
» detekce jeho Casti (antigenu, DNA)
o detekce jeho produktu (napriklad toxinu)
— Neprimymi metodami: detekce protilatek




Prehled metod - a které dnes vyuzijeme:

o Prime metody (préce se vzorkem & kmenem)
— Mikroskopie (nativni preparat, barveni...)
— Kultivace (na tekutych i pevnych pidach)
— Biochemicke a podobné identifikacni metody
— Prikkaz antigenu (pomoci protilatky)
— Pokus na zvireti (izolace, prtikaz toxicity)
— Prikaz nukleové kyseliny
e Neprime metody
— Priikaz protilatek (pomoci antigenu)




Primy prikaz virQ

 Kultivace - izolace (virus se Casto
nepomnozi, jen uchova zivy). Vyzaduje
zZivé bunky. Blize viz J 12

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

e Biochemicka identifikace nepada v Uvahu
» Pokus na zvireti zde splyva s izolaci viru
e Prlkaz DNA — u vird > u bakterii

e Prikaz AG ve vzorku — velmi bézny
|




Neprimy prikaz vir
e Pouziva se hlavné KFR, rlzné typy
neutralizaci (HIT, VNT) a v posledni

dobé predevsim reakce se znacenymi
slozkami (hlavné ELISA)

e Pozor! Ne vse, kde se jako vzorek
pouzije sérum, je nepfimy prtkaz! U
systemovych viroz je casto agens (nebo
jen jeho antigen) v séru pritomno, a
pak se da sérum pouzit i pro primy
prikaz




Diagnostika hepatitid A, C, D, E

o HAV. Stanovujeme metodou ELISA anti-
HAV IgM s IgG, nebo IgM a celkoveé
protilatky

o HCV. Rovnéz stanovujeme IgM a IgG

protilatky metodou ELISA, dale se
pouziva PCR

e HDV. Prokazuje se delta antigen (HDAQ),
protilatky (anti-HD) Ci virova RNA PCR

o HEV. Opét prikaz IgM a IgG protilatek
metodou ELISA, ve vyzkumu je PCR




Ukol 1 — diagnostika HAV

 V ukolu 1a) stanovujeme anti-HAV IgM.
Vypocet cut off: prdmér C1 a D1

e V Ukolu 1b) stanovujeme celkovée
protilatky anti-HAV

 \ypocet cut off (1a + b): prdmér C1 a
D1. Pozitivni je to, co je vyssi, nez cut off
+ 10 %, negativni je to, co je nizsi nez
cut off — 10 %, to mezi tim je hranicni

Stanoveni IgM + celkovych protilatek je
alternativou ke stanoveni IgM a IgG







Vyvoj zloutenky typu A

Syrptoms £ jaundice

Elevated transaminazes

Yiruz in faemes

VMiraemia

o = = 10
weeks atter Infection

www-micro.msb.le.ac.uk/3035/HAV .html.




Pred ukolem 2: Zvlastnosti HBV

Ve stredu virionu hepatitidy B je
nukleokapsida, kde je umisténa DNA a
bilkoviny. Vyznamneé jsou dvé drenove
bilkoviny, které maji povahu antigenu:
HBCAg a HBeAg

o Kromée toho ma virus obal, ktery je zCasti
tvoren dalsim antigenem: HBsAg

e HBsAg je nadprodukovan, takze v krvi
koluji i prazdné obaly

e Do prazdného HBsAg muze proniknout
také delta agens — plivodce hepatitidy D




Delta agens

 Delta agens je viroid, castice s neurcitou
virologickou klasifikaci

 Delta agens muze infikovat Clovéka budto
zaroven s virem hepatitidy B
(koinfekce), nebo nasledné po takove
infekci (superinfekce)

» Pritomnost delta agens podstatné
zhorsuje prognozu virove hepatitidy




Virus hepatitidy B

OJXeXO

Kompletni
virion
(Daneho
telisko)

42 nm

Pouhy
prazdny
HBsAg

22 nm

HBsAg,
uvnitr delta
agens
(VHD)

35 nm




Vlrus hepat|t|dy B www.uct.ac.za/depts/mmi

/stannard/hepb.html.




Kompletni viriony a prazdné HBsAg

www.uct.ac.za/depts/mmi/stannard/hepb.html.




Diagnostika HBV

« HBV ma tri pro diagnostiku vyznamne
antigeny. Jen dva z nich vsak nalézame
v séru: HBsAg a HBeAg.

{1 HBsAg se tvori v nadbytku, takze je ho vzd
v séru hodne, proto se hodi pro screening

Protilatky naopak mtizeme stanovovat proti
vsem trem z nich: anti-HBs, anti-HBe i anti-
HBC.

Diagnostiku pripadné doplni PCR, priikaz
jaternich enzymu aj.

Z kombinace vysetreni plyne interpretace




Acute Hepatitis B Virus Infection with Recovery
Typical Serologic Course

Symptoms
HEeAg anti-HBe

Total anti-HBc

Titer

anti-HBs

: | rid | 7!
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 52

Weeks after Exposure

| pathmicro.med.sc.edu/virol/hepatitis-disease2.htm




Progression to Chronic Hepatitis B Virus Infection
Typical Serologic Course

Acute Chronic
{6 months) (Years)
HEeAg anti-HBe
HEsAg
d Total anti-HBc

Titer

/ 7/// \

/ IgM anti-HBc
/
{
/
! Il I

e B A A e B R I e S R
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 52 Years

Weeks after Exposure

| pathmicro.med.sc.edu/virol/hepatitis-disease2.htm




Ukol 2: Stanoveni markerd hepatitid
e 2a) Stanoveni HBsAg a HBeAg
e 2b) Stanoveni anti-HBs a anti-HBe

e \lypocet cut off (Ukol 2a i ukol 2b): primeér
C1 a D1.

Pozitivni je to, co je vyssi, nez cut off + 10 %
Negativni je to, co je nizsi nez cut off — 10 %
Hranicni je jsou hodnoty cut off £ 10 %




Ukol 3: Diagnostika HCV

e 3a): PCR, elektroforéza. Odecita se zplisobem
popsanym Vv praktiku J11

e 3b): prikaz anti-HCV metodou ELISA

e Vypocet cut off: primér negativnich kontrol
(d@lku B1, C1 a D1) + 0,050

Pozitivni je to, co je vyssi, nez cut off + 10 %
Negativni je to, co je nizSi nez cut off — 10 %

Hranicni je jsou hodnoty cut off £ 10 % (nutno
znovu otestovat z noveho odbéru)




Diagnostika viru HIV

* Prokazuji se protilatky proti obalovym
glykoproteinim pomoci ELISA testd.
Pokud vysledek vyjde jako pozitivni,
posle se vzorek sera do referencni
laboratore, ktera vysledek oveéri
(konfirmuje) western blottem

e Primy priikaz |ze provadét pomoci
PCR. Izolace viru je dnes jiz mozna, ale
velmi narocna a bézné se neprovadi




Ukol 4: Vysetieni protilatek anti-HIV
metodou ELISA

Vypocet cut off (4a + b): prdmér C1 a D1.

Pozitivni je to, co je vyssi, nez cut off + 10 %
Negativni je to, co je nizsi nez cut off — 10 %
Hranicni je jsou hodnoty cut off £ 10 %




Hezky
den!

>>> Lambda fag >>>

http://www.ucm.es/info/genetica/grupod/Cromovibac/cromovibac.htm




