Bi7170c — Lékatska mikrobiologie, praktické cviCeni. Protokol k tématu PO7a

Téma P09: Prehled virologické diagnostiky
K nastudovani: Vyhledejte si pojmy z virologické diagnostiky, zejména pojmy jako: izolace virQ, cytopaticky
efekt, bunécna kultura, prikaz virovych antigeni

Ukol 1: Stanoveni hemaglutina¢ni jednotky viru chiipky v amniové tekutiné (Hirstiiv
test)

Je-li virus izolovan v amniové tekuting, neni vysledek viditelny. Neni tedy jasné, zda byla izolace pozitivni nebo
ne. Jeden ze zplsobl, jak ovérit pritomnost viru v amniové tekutiné je spojena se schopnosti mnoha virt
aglutinovat in vitro ¢ervené krvinky. Tato schopnost vird je pouzivana také pti HIT. Pfed HIT je nutno titrovat
viry, aby se urcila jejich ,sila®. M¢&fi se v tzv. hemaglutinac¢nich jednotkach. Hemaglutinaéni jednotka je
nejmensi mnozstvi viru, které je jesté schopno aglutinovat dané mnozstvi erytrocytt.

Do osmi dilkd v desti¢ce napipetujte po 0,2 ml fyziologického roztoku. Do druhého dulku pfidejte 0,2 ml
amniové tekutiny, promichejte a 0,2 ml pieneste do tfetiho dilku. Pokracujte az do fedéni 1 : 128, ptebyvajicich
0,2 ml z posledniho dilku odpipetujte do dezinfekéniho roztoku. Do vsech dulka pridejte 0,2 ml suspenze
kufecich erytrocytl. Prvni dilek slouzi jako kontrola erytrocytti. Reakci odeététe po 90 minutach pii laboratorni
teplote.

Zakreslete vysledky a zapiste, jaké fedéni odpovida jedné hemaglutinaéni jednotce (1 HU).

K- (1:2 1:4 [1:8 1:16/1:32|1:64|1:128 1:256

JHU ~ 1

Ukol 2: Izolace viri na kufecim zarodku

Na obrazku a) v prvnim sloupci pridejte popisky k prislusSnym strukturam. Do druhého sloupce zapiste
NEUZIVA SE, pokud se dana struktura neuziva pro izolaci viru, UZIVA SE pokud se pouziva a UZIVA SE —
POKY pro strukturu, na které nékteré poxviry a herpesviry vytvareji poky.

Na obrazku b) vpravo si prohlédnéte obrazek kuieciho embrya, kterému byl do amniové dutiny vpraven inkoust,
modelujici virus. Vlevo je nepodatreny vysledek, kdy se inkoust dostal do allantois.

a) Struktura Pouziva se k iz.?

Ukol &. 3 Hodnoceni bunéénych kultur

Pozn.: Ve virologickych laboratorich se houzevnaté udrzuje staré oznaceni tkanové kultury.

Roux-ldhve (¢ti: rii) nebo zkumavky s narostlymi bunécnymi kulturami se prohlizeji pod mikroskopem pri malém
zvétSeni (objektiv 10x).

Podle prezentace zakreslete dvé rtizné bunééné kultury, z toho alespon jednu s cytopatickym efektem.

CPE ano —ne CPE ano —ne

Ukol & 4 Demonstrace rychlého priitkazu virt (urychlené kultivace, technika shell-vials)
Prohlédnéte si nddobku (vial) i sklicko (shell). Pfectéte si text o principu této metody a odpoveézte na nésledujici
otazky

The shell vial technique is a variation on standard tissue culture in that it takes advantage of using a living cell
system and enhances viral recovery by centrifuging the clinical sample onto the monolayer. In this technique a
small bottle (vial) with a removable round glass cover slip is used to grow the cells as a monolayer on the cover
slip.

Nowadays mixed cell types can be put in a single monolayer providing a variety of cell types for the virus to
infect in a single vial. Once these monolayers are ready to be inoculated, the growth medium is removed from
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the vial and the clinical sample placed directly on the monolayer. The vial is then centrifuged, the clinical
sample is removed and fresh growth medium is then added to the vial. Although the vials can be kept until CPE
occurs the CPE can't be seen unless the cover slip is removed from the vial. Usually it is possible, using this
technique, to identify the presence of a virus before CPE occurs. A description of how a clinical sample might
be handled using the shell vial method could go something like this. Let's say that the sample is from someone
suspected of having a respiratory virus infection. Three shell vials would be set up. After 48 hours of
incubation, two of the vials would be used. The supernatants would be pipetted off and saved. The glass cover
slips would be washed gently and then fixed. One of them would be stained with a single reagent containing
influenza A and B.. Differentiation between A and B would be done by tagging the antibodies with different
fluorescent dyes. The other cover slip would be stained for respiratory syncytial virus. The third vial is saved
for staining at 72 hours for parainfluenza viruses. If the cover slip stains positive for say influenza A the report
is sent out as influenza Avirus isolated. The supernatant from the original vial (which should contain live virus,
can then be re-inoculated into a fresh vial which is then sent off for typing of the influenza A virus.
(www.lhsc.on.ca/lab/MICRO/virology/vir cult.htm)

Ktera procedura se pouziva, aby se viry z pacientova
vzorku primély k tomu, aby kolonizovaly kulturu?

Jak se u této metody rozezna, zda jde o virus chiipky
A, chiipky B ¢i RS virus?

wewr o

Ukol ¢ 5 Stanoveni komplementfixa¢nich protilatek proti nejéastéj$§im piavodcim
respira¢nich nakaz

Na desticce je vySetfena dvojice sér jediného nemocného s atypickou pneumonii. V prvnim sloupci kontrola
antikomplementarity séra. Ve druhém dilku je fedéni 1:4. Zakreslete vysledek a vyhodnotte. U
vzestupu/poklesu pripadné uved’te také o kolikanasobny vzestup/pokles jde.

Onemocnéni |l vzestup/pokles diagnosticky zaver
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Tuto ¢ast z ¢asovych duvodu nefeste.

Ukol &. 6 Zjisténi titru protilatek proti viru kli§t'ové encefalitidy pomoci hemaglutina&né
inhibi¢niho testu (HIT)

Na mikrotitracni desticce jsou vySetfeny dvojice sér nékolika pacientii se suspektni klistovou encefalitidou.
V poslednim fadku je kontrola antigenu a kontrola krvinek. Za titr povazujeme nejvyssi fedéni se zabranou
hemaglutinace. V prvnim dilku je fedéni 1:5. Dopliite chybéjici fedéni, zapiste titry a vyhodnot'te.
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K dkolim 11 az 15

Odectéte vzdy vysledky vySetfeni, nezapomeiite overit kontroly, pokuste se uéinit zavér, je-li to mozné.

Ke v§em hepatitickym tkolim

Pracujeme s osmi pacienty — A, B, C, D, E, F, G, H. VSichni maji pfiznaky Zloutenky, vSichni byli testovani na
markery hepatitid. Vysledky piste nejen k jednotlivym tikoltim, ale i do tabulky v tkolu ¢islo 14 (jako + ¢i -).
Hodnoty cut off, 90 % a 110 % cut off mate kromé& prvniho pfipadu spocitany, kontroly zkontrolovany.

Ukol 11: Diagnostika viru hepatitidy A(HAV)

a) vySetireni IgM: b) vySetreni celkovych protilatek:

Cut off=(C1 +D1) /2 Cut off = (C1 +D1) /2

Cut off = ( + )2 = Cut off = (0,425 + 0,422)/2 = 0,424

Vsechny kontroly jsou v poradku. Vsechny kontroly jsou v poradku.

90 % cut off 110 % cut off 90 % cut off 110 % cut off
0,382 0,466

Pozitivni pacienti:

Pozitivni pacienti:

Hranicni pacienti:

Hranicni pacienti:

Negativni pacienti:

Negativni pacienti:

Ukol 12: Diagnostika viru hepatitidy B(HBV)

a) vySetfeni HBsAg:
Cut off = 0,588
Vsechny kontroly jsou v poradku.

b) vySeti'eni HBeAg:
Cut off = 0,477
Vsechny kontroly jsou v poradku.

90 % cut off 110 % cut off 90 % cut off 110 % cut off
0,529 0,647 0,429 0,525

Pozitivni pacienti: Pozitivni pacienti:

Negativni pacienti: Negativni pacienti:

¢) vySetieni anti-HBs: d) vysetreni anti-HBe:

Cut off = 0,348 Cut off = 0,820

Vsechny kontroly jsou v poradku. Vsechny kontroly jsou v poradku.

90 % cut off 110 % cut off 90 % cut off 110 % cut off
0,313 0,383 0,738 0,902

Pozitivni pacienti:

Pozitivni pacienti:

Negativni pacienti:

Negativni pacienti:

Poznamky k jednotlivym markertim hepatitidy B:
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Ukol 13: Diagnostika viru hepatitidy C(HCV)
Ukol 13a) Polymerazova retézova reakce v diagnostice HCV
Vyhodnot'te vysledek PCR (gelova elektroforéza), zakreslete a vyhodnot'te diisledky

Obrazek: 1 = pozitivni kontrola 1 OK (pozitivni) 4 neni OK (negativni &i inhibice)
2 = vysledek pacienta A: 6 = vysledek pacienta E:
3 =vysledek pacienta B: 7 = vysledek pacienta F:
4 = vysledek pacienta C: 8 = vysledek pacienta G:
5 = vysledek pacienta D: 9 = vysledek pacienta H:
10 = negativni kontrola 1 OK (negativni) U neni OK (pozitivni ¢i inhibice)

Ukol 13b) Priikaz protilatek anti-HCV metodou ELISA

Cut off = 0,392
Vsechny kontroly jsou v poradku.

90 % cut off 110 % cut off

0,353 0,431

Pozitivni pacienti:

Negativni pacienti:

Ukol 14: Zavére¢né hodnoceni k uikoliim, tykajicim se hepatitid (11, 12 a 13)

Podle informace ucitele doplite dalsi poznamky ke svym pacientim. Poté se pokuste ucinit celkovy zavér.

Pac. HAV HBV HCV Dalsi  indicie | Zavér
IgM | TOT | HBs | HBe | a-HBs | a-HBe | PCR | Ig | (zkrat'te)

A

B

H

TOT = total, HBs = HBsAg, HBe = HBeAg, a- = anti-
Ukol 15: Diagnostika viru lidského imunodeficitu (HIV)

Pozitivni ¢i hrani¢ni séra je tieba konfirmovat (= zaslat do NRL v Praze k ovéfeni)

Cut off = 0,596
Vsechny kontroly jsou v poradku.

90 % cut off 110 % cut off

0,536 0,656

Pacienti, ktefi maji byt konfirmovani (pozitivni, hrani¢ni):
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