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Pribéh
* Kupte si ty broskve, pani, volal prodavac na

exotickém 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
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chut na stavnaté broskve byla silnéjsi. Nékolik
jich snim, prece se nemuze nic stat.

* Po navratu z dovolené pani Jitka napadne
zezloutla...



Vinikem byl

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

 Krome techto hepatitid zname jeste jiné, které se
prenaseji pouze krvi Ci sexualné

* Virové hepatitidy jsou ruzné, rtizné jsou i viry,
které je zpusobuji. Spolecné vSak maiji to, ze jejich
diagnostika musi respektovat skutecnost, ze jsou
to viry, a ne bakterie.



http://vietsciences.free.fr/khaocuu/nguyenland
ung/virus01.htm
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Co jsou to vlastné viry?

Viry jsou nebunécné castecky, vedou se diskuse, zda
jsou to vUbec zivé organismy

O puvodu viru je nékolik teorii, neni ani jisté, ze
vznikly vSechny stejnym zplUsobem

Stejné jako bunécné organismy se snazi o ,,zachovani
rodu”, potrebuji k tomu ale bunku ciziho organismu
Kromeé lidskych virU existuji i viry zvireci, rostlinné a
viry baktérii (takzvané bakteriofagy)

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



Rozdéleni viru

Podle nukleové kyseliny rozdélujeme viry na DNA
viry a RNA viry

Podle poctu vldken DNA/RNA jednovldknové (ss) a
dvouvlaknové (ds), u jednovlaknovych se jesté
rozlisuje, zda se jedna o "plus" vlakno nebo
"minus" vlakno.

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

Dale se klasifikuji do celedi a rodu, jako bakterie Ci
zivoCichové; zato druhové nazvy se zpravidla
nepouzivaji



Virova castice — virion
* Virion neni bunka. Viriony maji mensi rozmeéery
nez vetsina bunék véetnée bakterialnich:
nejcastéji 20—300 nm
 Skladba virionu
— nukleokapsida nebo jadro a kapsida
— obal (u obalenych viru)

— u nekterych odlisna, atypicka skladba (VHB)

Je-li virus prave pritomen v hostitelské bunce,
jeho struktura a usporadani je odlisna od viru
vyskytujiciho se ve vnéjsim prostredi



Nukleokapsida

* je pritomna u vsech viru

e sklada se z nukleové kyseliny (DNA, RNA) a
bilkovinné kapsidy

* kapsidy mohou mit helikoidalni
(sroubovicovou), kubickou ¢i jinou symetrii.

* viry s kubickou symetrii tvori tzv.
pseudokrystaly — pravidelné utvary, pricemz
jednotlivé viriony v nich jsou napriklad tvaru
pravidelného dvacetistenu.



Lipoproteionovy obal

maji jej pouze obalené viry.

je tvoren lipidickou dvojvrstvou, ktera pochazi
z hostitelské bunky (puvodné napt.
cytoplazmaticka, jaderna membrana apod.), do
které jsou vclenény virové proteiny

v nekterych pripadech je obal pripojen
specifickou bilkovinou k jadru.

obalené viry jsou méneé odolné (hynou totiz pri
poruseni obalu napfr. vyschnutim)

Vice o virech v bonusové casti n




Viry hepatitid



Viry hepatitid

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

* VHA a VHE (pomucka: samohlasky) se prendaseji fekalné
oralni cestou (ruce), neprechazeji do chronicity

* VHB, VHC a VHD (souhlasky ©) — prenos krvi, popf.
sexualni (u VHC spise nevyznamny), mohou prechazet

do chronicity

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



Prehled hepatitid

Hepatitida Zarazeni

HAV Picornaviridae

HBV Zvlastni skupina
DNA virl

HCV (a HGV) Flaviviridae

HDV Delta agens —
viroid

HEV Pribuzny
kalicivirdm

Prenos
fekalné-oralni
sexualni, krvi
krvi

sexualni, krvi

fekalne-oralni




Virus
hepatitidy A

http://www.epidemic.org/cgi-
bin/hepcglossary.cgi?query=HepatitisA&caller=theFacts/viruses/viral
RepIiEation.htmI

-
.

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



Virus hepatitidy B

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




Virus hepatitidy B

Kompletni
virion
(Daneho
telisko)

42 nm

O

Pouhy
prazdny
HBsAg

22 nm

HBsAg,
uvnitr delta
agens
(VHD)

35 nm



http://www.pcswn.com/Hep%20

C%20Awareness%20Month/cut
%20model%200f%20Hepatitis%
20C%20virus.gif




Virus hepatitidy D

¥ Hepatitis D (Delta) Virus

6 antigen /HBsAg

RNA




Virus
hepatitidy E

http://vietsciences.free.fr/lkhaocuu/nguy
enlandung/virus01.htm




Hepatitidy

e Jde o infekcni zanéty jater, lidové zvané
zloutenky. Je ovsem nutno odlisit zloutenku jako
prenosné virové onemocneéni a zloutenku jako
priznak, ktery je pfitomen nejen pri hepatitide,
ale i napr. pri obstrukci zlucovych cest kameny

* Pacient ma horecky, travici potize, muze byt
pritomno zezloutnuti skléry Ci kuze, zména
barvy moce a stolice atd. Hepatitidy B, Ca D

mohou prechazet do chronicity, a néekdy i byt
prekancerdézou



http://www.nursing.uiowa.edu/site
s/LRS_equip_photos/Index-7.htm

Postizené organy

Corazon




Pacienti se
Zloutenkou

http://www.gihealth.com/images/imgJaundiceBig.

medicine.ucsd.edu/Clinicalimg/skin-jaundice.html




Klasickym zdravotnickym
problémem je zejména
hepatitida typu B

* prechazi do chronicity, moznost cirhozy Ci

karcinomu jater

e drive mozny prenos ve zdravotnictvi, pri dnesni
urovni zdravotnictvi prfipada v uvahu jen
sexualni prenos a (stejné jako u hepatitidy C)

I. v. narkomanie

* screening hepatitidy B bézny v radé situaci

(pred operacemi, v tehotenstvi apod.)



Dva pripady z hlaseni KHS JMK (2008)

 Zena nar. 1985, BK, nezaméstnand, PP 28. 4. svédéni
kGiZze, teplota, ikterus sklér, 2. 5. hospitalizace na KICH
FN Brno, v anamnéze pred pul rokem abortus
s kyretazi a extrakce zubu.

 Zena nar. 1986, BM, nezaméstnand. PP 31. 3. bolesti
pod pravym zebernim obloukem, svédéni kuze,
nevolnost. 15. 4. ikterus kuze a sklér, 14. 4.
hospitalizace na KICH FN Brno. V anamnéze i. v.
pervitin

PP = prvni priznaky



Matural History of Hepatitis B

| Acute HBV infection
90% m:nnatesl 25-30% children ‘\\

2% <10% adults
Chronic infection \
15—-40% L
Fulminant Progressive chronic |+ Inactive
hepatic failure hepatitis carrier state
| ;
|
Cirrhosis i
‘..____,_.- T l-"""'l-..
Decompensated
cirrhosis Death HCC

3. Lok ASF, McMahon BL. Hepatology, 2004;35:857-8641.

4. Lok ASF, McMahon B). AASLD Practice Guidelines, Available at:
https:/ Swww.aasld.org/eweb/docs/chronlchep_B.pdf,




HBV
A Global Health Froblem

HBsAg Prevalence (%%)!
B 8 High

B 2-8: Intermediate

B <& Low

WHO, Hepatitis B. 2002. Available at:
http://www.who.int/csr/disease/hepatitis /'whocdscsrivo20022 /en/.

Custer B et al, J Clin Gastroenterol, 2004,38(10 suppl:S158-5168,

WHO. Seroprevalence of hepatitis B In WPRO. Avaltable at;
hitp:/Swwwowprowhoint pdf/EPI/seroprevalenca hepatitisB WPRO. pdf.




disease2.htm

Nahore: pacient se
Zloutenkou pri hepatitide
B. Vpravo: zena z
thajskeho uprchlickeho
tabora, ktera ma hepatom
po hepatitide, pozdeji na
nemoc zemrela



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




Rizikové faktory hepatitidy B

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

Heterosexual*
(41%)

Injecting
Drug Use
(15%])

Homosexual Activity (9%)

Household Contact (2%)
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




Vyvoj poctu pripadu v USA

Estimated Incidence of Acute Hepatitis B
United States, 1978-1995
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pathmicro.med.sc.edu/virol/hepatitis-disease2.htm




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. Mozné i soucasné ockovani proti
hepatitide A + B

U nékterych hepatitid se pouziva |écba pomoci
interferonu

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






Virus HIV

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

Virus HIV existuje ve dvou typech s tim, ze
vetsinu infekci zpusobuje prvni typ viru

Prenasi se krvi, pohlavni cestou a také z matky
na dite

Existuje rada |éku proti viru HIV, avsak jejich
ucinnost je omezena.



Retrovirus ©

REITOVirus

http://fc09.deviantart.net/fs34/f/2008/301/4/8/Retrovirus_by Velica.jpg




Virus HIV — onemocneéni

* Virus postihuje predevsim bunécnou imunitu

* Po nespecifické primarni infekci nastava dlouhé
obdobi, kdy se ,,nic nedéje”.

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

*V pripadé AIDS nedominuji vlastni priznaky. Hlavnim
projevem nemoci je napadny vyskyt oportunnich
infekci (toxoplasmdza, pneumocystdza, rizné mykodzy
aj.) a nadoru
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Diagnostika
hepatitid a HIV
infekce



A nyni jiz diagnostika.

Nejprve opakovani
* Cilem mikrobiologickych metod je zpravidla
detekce patogena, popr. urceni jeho citlivosti na
antimikrobialni latky (ale u virt zatim vétsinou ne)
* Primé metody
— detekce celého mikroba (jako morfologické Ci
fyziologické jednotky)
— detekce jeho casti (antigenu, DNA)
— detekce jeho produktu (napriklad toxinu)
* Neprimé metody: detekce protilatek (pozitivita =
kontakt s mikrobem v minulosti — tydny / mésice /
roky)




Prehled metod

° Primé metody (prace se vzorkem ¢i kmenem)
— Mikroskopie —
— Kultivace —
— Biochemické metody — u virl se nepouzivaji
— Prukaz antigenu (pomoci protilatky)
— Pokus na zvireti (izolace, prukaz toxicity)
— Prukaz nukleové kyseliny

° NepFimé metody (prdce se vzorkem séra)
— Prukaz protilatek (pomoci antigenu)



Primy prukaz viru

Kultivace =2 izolace (virus se ¢asto nepomnozi,
jen uchova zivy). Vyzaduje zivé bunky. Blize

v pristi ¢asti.

Mikroskopie: spisSe pro vyzkum
nez pro béznou diagnostiku, ale |

k prikazu néceho, co viry délaji in vivo Ci in vitro
(inkluze, cytopaticky efekt)

Biochemicka identifikace nepada v uvahu
Pokus na zvireti zde splyva s izolaci viru
Prukaz DNA — u vird > u bakterii

Prukaz AG ve vzorku — u virt velmi bézny



Neprimy prukaz viru
* Pouziva se hlavné KFR, ruzné typy
neutralizaci (HIT, VNT) a v posledni dobée

predevsim reakce se znacenymi slozkami
(hlavné ELISA)

* Pozor! Ne vse, kde se jako vzorek pouzije
sérum, je neprimy prukaz! U systémovych
viroz je casto agens (nebo jen jeho antigen)
VvV séru pritomno, a pak se da sérum pouzit |
pro primy prukaz



Diagnostika hepatitid A, C, D, E

 HAV. Stanovujeme metodou ELISA anti-HAV
1IgM s 1gG, nebo I1gM a celkové protilatky

* HCV. Rovnéz stanovujeme IgM a 1gG
protilatky metodou ELISA, dale se pouziva
PCR

Prokazuje se delta antigen (HDAg),
protilatky (anti-HD) Ci virova RNA PCR

* HEV. Opét prukaz IgM a IgG protilatek
metodou ELISA, ve vyzkumu je PCR



www.wallpaper.cz



Vyvoj zloutenky typu A

Syrnptorns / jaundice (- - - - -

Elevated tranzaminazes |- - - - -

Yirus in faeces|----

ViFaermia |- - - -

] 2 o E = 10 12 14
wWeeks after Infection

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



Zvlastnosti diagnostiky HBV

e Ve stredu virionu hepatitidy B je nukleokapsida,
kde je umisténa DNA a bilkoviny. Vyznamné jsou
dvé drenové bilkoviny, které maji povahu
antigenu: HBcAg a HBeAg

 Kromeé toho ma virus obal, ktery je zCasti tvoren
dalSim antigenem: HBsAg

 HBsAg je nadprodukovan, takze v krvi koluji i
prazdné obaly

Do prazdného HBsAg muZe proniknout takeé delta
agens — plivodce hepatitidy D



Delta agens

* Delta agens je viroid, castice s neurcitou
virologickou klasifikaci

* Delta agens muze infikovat ¢lovéka budto
zaroven s virem hepatitidy B (koinfekce),
nebo nasledné po takoveé infekci
(superinfekce)

* Pritomnost delta agens podstatné zhorsuje
prognozu virove hepatitidy



Kompletni viriony a prazdné HBsAg
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www.uct.ac.za/depts/mmi/stannard/hepb.html.



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

HBsAg se tvori v nadbytku, takze je ho vzdy v séru
hodnée, proto se hodi pro screening

Protilatky naopak mUzeme stanovovat proti vSem
trem z nich: anti-HBs, anti-HBe i anti-HBc.

Diagnostiku pripadné doplni PCR, prukaz jaternich
enzymu aj.

/ kombinace vysetreni plyne interpretace




Acute Hepatitis B Virus Infection with Recovery
Typical Serologic Course

Symptoms
HBeAg anti-HBe

Total anti-HBc

Titer

anti-HBs

IgM anti-HBc

| Frn | | | | | ! Bl i
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
HBEsAg

Total anti-HBc

Titer / )
/-

7 IgM anti-HBc

| | | | | | | T | | ;fff | ffff
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 32 Years

Weeks after Exposure

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




Diagnostika viru HIV

* Prokazuji se protilatky proti obalovym
glykoproteinUm pomoci ELISA testu. Pokud
vysledek vyjde jako pozitivni, posle se vzorek séra
do referencni laboratore, ktera vysledek ovéri
(konfirmuje) dalsi reakci ELISA a Western
blottem. Do vysledku konfirmace je vysledek
hodnocen jako ,reaktivni®, nikoli jako , pozitivni

* Primy prukaz lze provadét pomoci PCR. Izolace
viru je dnes jiz mozna, ale velmi narocna a béznée
se neprovadi




Praktickeé
diaghostickeé

pristupy



Prakticka diagnostika hepatitid a
HIV infekce: ELISA

* Ackoli nékteré reakce ELISA slouzi k prukazu antigenu
a jiné k prukazu protilatek, prakticky pristup je
obdobny.

e Pocitani cut off: prumér dulku cut off, nebo prumér
negativnich kontrol + konstanta

» Casto cut off 10 + % = hrani¢ni hodnoty

* V nékterych pripadech, zvlasté u diagnostiky VHA
nevysetrujeme protilatky IgM a IgG, nybrz IgM a
celkové protilatky. Je jasné, ze negativni IgM a
pozitivni celkové protilatky prakticky znaci pritomnost
protilatek 1gG.



Prakticka diagnostika hepatitid a
HIV infekce: PCR

* PCR se pouziva hlavné u diagnostiky HCV,
pripadné HIV
* Postup je stejny, jako u jinych PCR



Konec teto
casti

>>> | ambda fag >>>

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



Vice k virum
Mnozeni (replikace) viru
* probiha bud' v jadre (vétSinou u DNA viru), nebo
cytoplasmeé (vétSinou u RNA vird) hostitelské
bunky.

* pred replikaci se virus musi zbavit svych
bilkovinnych obalt

 vlastni prubeh replikace zavisi na konkrétnim
typu daného viru (RNA/DNA, jednovldknové —
ss/ dvouvldknové — ds).



Jednotlivé moznosti
replikace

U vétSiny DNA viru je DNA-polymerdzami
dotvoreno vzdy komplementarni vlakno
U hepadnavirt (VHB) je DNA prepisovana do RNA,

podle té pak reverzni transkriptazou vznika zase
DNA

U RNA virti se vyuzivaji RNA polymerazy

U retrovirtl (HIV) se podle RNA tvofi reverzni
transkriptazou DNA, ktera je prepisovana bunécnou
RNA-polymerazou



Tvorba virovych bilkovin .

* je nutna k tomu, aby se virus po replikaci mohl
z bunky uvolnit a sSirit se dal.

* vlastni tvorba bilkovin opét probiha ruzné
podle toho, o ktery typ viru se jedna

e v kazdém pripadé virus castecné vyuziva
proteosynteticky aparat hostitelské bunky.



Jednotlivé moznosti tvorby bilkovin

* +ss RNA: je mozna prima translace
 —ss RNA: musi se dotvorit + vlakno

e ds RNA: z-vldkna se dotvari + vlakno

* retroviry: reverzni transkriptazou se vytvori DNA a
pak uz pracuji bunécné polymerazy

 ds DNA: zpravidla se podle — vlakna tvori + vlakno
RNA

* ss DNA: dotvori se druhé vlakno a pak je to uz stejné
jako u ds DNA



Viry zavislé na jinych virech .

Zvlastnosti jsou nekteré viry, které nemohou
existovat bez spoluucasti jinych virQ

* Adenoasociované viry (AAV) patfi mezi
parvoviry. Replikace je mozna pouze za
pritomnosti pomocného viru (adenoviru)

* Virus hepatitidy D — delta agens — je viroid. Je
to nekompletni castice, ktera je schopna preziti

pouze v obalu viru hepatitidy B (tvoreném
hlavneé HBsAg).



Viry a vnéjsi prostredi,
desinfekce

* neékteré viry jsou hodné citlivé (napr. HIV)

e jiné jsou zato mnohem odolnéjsi nez bakterie
(tfeba rhinoviry).

 mnohé desinfekéni prostredky, které pusobi na
baktérie, nepusobi na viry nebo jsou nutné vyssi
koncentrace; tyka se to zejména neobalenych
virGi. U¢inné byvaji jodové preparaty a peroxidy.

e velmi odolné vudi desinfekci i vysokym teplotam
jsou priony
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Moznosti prenosu viru

e Cesty prenosu jsou u viru rozmanité, jsou
ovsem prakticky stejné, jako u bakterii

* mame viry prenosné kapénkovou infekci,
fekalné-oralni cestou, sexualnim prenosem,
prenasecem (klisté, komar) Ci krvi (injekce).

e u vétsSiny viru je také mozny ,vertikalni“
prenos, to jest z matky na plod.



Faktory patogenity

* Na rozdil od bakterii se u viru casto nerozlisuji
jednotlivé patogenni struktury, spise se virus
jako celek povazuje za patogenni castici.

 Tomu odpovida i boj s infekci, kdy protilatky
casto celou virovou aktivitu neutralizuiji.

S tim také souvisi vétsi vyznam neutralizacnich
metod v diagnostice.



Prubeh virové infekce

* U Viru zanéty probihaji jinak nez u baktérii

* souvisi to zejména s nitrobunécnym
parasitismem viru

* zejména je mensi Ucast granulocytu, vétsi ucast
lymfocytl, a vyznam bunécné imunity

* také slozky nespecifické humoralni imunity jsou
odlisné (zejména interferony).



Latentni infekce

hostitelska bunka sice umozni vniknuti viru
do bunky

neumozni vSak jeho mnozeni a uvolnén
bunky

zato umozni jeho prezivani v bunce nebo
dokonce vclenéni do chromozomu.

v nékterych pripadech muze dojit pozdéji k
aktivaci této latentni (skryté) infekce, takze
infekce vlastné znovu vypukne

typické je to u nékterych herpesviru.




Viry a nadory .

* Néktereé viry maji zrejmeé vliv na vznik
nékterych nadoru, zejména EB virus (puvodce
infekcni mononukledzy — podili se na vzniku
Burkittova lymfomu) a HHV8 spolu s HIV
(vznik Kaposiho sarkomu), Ci lidsky
papilomavirus (HPV) — vliv na rakovinu
délozniho Cipku

* Pricinou je to, ze virovy promotor v téchto
pripadech muze aktivovat expresi onkogent

lidskych bunék, ktera by jinak byla potlacena
(neprojevila by se).




Boj s viry | — antivirotika

* Pouzivaji se jen u nékterych viru

e Zpravidla jen dilci vyznam v terapii

 Mohou byt celkova Ci lokalni (nékdy i tataz latka,
napr. acyklovir — HERPESIN)

* Testovani citlivosti in vitro zatim spise
experimentalni

* Z nejznameéjsich: acyklovir, famciklovir,
ganciklovir (herpesviry), amantadin, rimantadin,
oseltamivir, zanamivir (chripka), azidotymidin,
PMPA (virus HIV)



Boj s viry [l — imunoterapie .

Pouziva se moznosti pasivni imunizace
(protilatky) i aktivni imunizace (ockovani)

/ ockovani pravidelného kalendare:

— Zivé oslabené viry: spalni¢ky, zardénky, pfiugnice

— Nezivé vakciny: virova hepatitida B, détska obrna
(Salk)

Z ostatnich vakcin: vzteklina (profylaxe, ne
prevence), klistova encefalitida, VHA atd.

Z pasivni napf. protilatky proti VZV, HBV



Kontrolni otazky

1. Jaky je vyznam "celkovych protilatek proti HAV"? Kdy uvazujeme
o infekci VHA?

2. Co znamena v sérologii slovo , konfirmace”?

3. Jakym zpusobem probiha konfirmace pfri diagnostice HIV?

4. Kterée jsou typické markery infekce hepatitidou B?

5. Ktera skupina osob je vysoce rizikova z hlediska nakazy HCV?

6. Po jaké dobé po rizikové situaci (napriklad kontakt s krvi nebo
sexualni styk bez kondomu) ma smysl vysetfit protilatky proti HIV?

7. Kde se skryva viroid?

8. Které jsou typické metody pro diagnostiku infekce HCV?
9. Jaké jsou moznosti urcovani cut off u reakce ELISA?

10. Které typy hepatitid se prenaseji fekalné-oralni cestou?



VIRY ||



Obsah této casti prezentace

Mykoplasmata

Virus klistove encefalitidy

Mikroskopie ve virologii. |zolace viru

Neprime metody ve virologii

Kontrolni otazky




Pribeh

* Pan Plicnik lezel povadle uz vice nez tyden
v nemochici pro dlouhodobé dychaci obtize.
Shlukla se kolem né&j skupinka mediku. Snazive
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 prisell”



Atypické pneumonie

* Pojem se nyni povazuje za zastaraly, nicméné se ho

pridrzime pro popsani pneumonii, které

— se vyznacuji pomalejsim nastupem, spise
neproduktivnim kaslem a castou absenci klasickych
fyzikalnich priznaku (ale RTG nélez je pritomen)

— nebyvaji zpUsobovany klasickymi kultivovatelnymi
bakteriemi (Streptococcus pneumoniae)

— puvodoci jsou

* respiracni viry (vizte dale)

 atypické bakterie: Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia
(Chlamydophila) pneumoniae, Legionella sp.

* V pripadé bakteridlnich pivodcu je mozna
antibioticka lécba (doxycyklin, makrolidy)



V ramci této prezentace jsou
Zzmineny viry

* respiracni
— viry chripky A a B
— viry parachripky
— RS viry
— adenoviry

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

* virus kliStové encefalitidy



Viry chripky



ChFipka

* Chripka je onemocnéni celého téla, ale predevsim
dolnich cest dychacich. K obrazu chripky nepatri ryma
ani bolesti v krku, ale suchy kasel, vysoké horecky,
schvacenost a bolesti svall. Za¢ina Casto velice prudce.

* Nebezpecna byva chripka u imunosuprimovanych
(predevsim delsi trvani), téhotnych, starsich osob. Na
druhou stranu, nékteré subtypy postihuji vice mladé,
zdravé lidi paradoxné pravé kvuli prilis dobré imunité.
Uplatnuiji se zde tzv. cytokinové boure jako vlastni
pricina zdravotnich komplikaci

* Existuje chripka A, B a C. Za vétsinu epidemii ovsem
muze virus chripky A



e AV ]
Virus chripky A
http://micro.magnet.fsu.edu/cells/viruses/influenzavirus.htmi
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Influenzavirus A — antigeny

Z vlastnosti viru chripky je nejdulezitéjsi antigenni
proménlivost. U viru chripky se rozeznava 15 podtypu podle
hemaglutininového antigenu (H) a 9 podtypu podle rizné
neuraminidazy (N).

Je mozny antigenni posun — drift, tedy prirodni mutace
genu pro kédovani antigennich determinant, neprinasi
zcela novy typ viru

Je také mozna antigenni vymeéna - shift: dojde

k preskladani (reassortment) napriklad mezi ptacim a

lidskym kmenem viru, takze vznikne zcela novy typ viru. Je
mozny jen u chripky A, protoze ostatni typy jsou Cisté lidské

Shift je umoznén segmentovanym genomem
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Chripkové pandemie

e Jak se viry meéni, obcas se objevi nova varianta a nikdo
proti ni neni chranén. Takovy virus je pak schopen
vyvolavat epidemické vyskyty, epidemie ¢i dokonce
pandemie na velkych uzemich. Samozrejmeé, konkrétni
prubéh nelze nikdy predpovédét dopredu.

* Viry schopné epidemického vyskytu v lidské populaci musi
mit nejen zvysenou virulenci, ale také schopnost prenosu
z clovéka na clovéka. U ptacich viru takova schopnost
zpravidla chybi. Jako ,,mixazni nadoba“ obvykle (ne ale
nutneé) slouzi prasata. Ptaci faktory virulence se tedy
stavaji nebezpecnymi az po promichani ¢i rekombinaci
s castmi savcich viru.



Chripkové pandemie 2

Béhem 1. svetove valky zahynulo mnoho lidi na
tzv. Spaneélskou chripku

Béhem dalsich desetileti probéhlo nékolik
relativné mensich epidemii (Hongkongska
chripka, Singapurska chripka)

Jedna ze zatim poslednich epidemii (,,praseci
chripka“) byla zpusobena virem patricim do
skupiny A:H1IN1. Samotny pojem ,,A:HIN1"
neznaci nic nového, ale konkrétni struktura viru
byla zvlastni, protoze virus nesl ¢asti lidského,
praseciho i ptaciho puvodu



Chripka — prevence, profylaxe, |écba

* Prevence je mozna ockovanim, které je doporuceno
hlavné oslabenym osobam. Ockovani chrani jen pred
viry aktualné pritomnymi v populaci, nikoli pred
novymi subtypy viru.

* K profylaxi a léecbeé Ize pouzit néktera antivirotika,
jednak inhibitory proteinu M, (amantadin a
rimantadin, nékteré kmeny jsou jiz na né rezistentni),
jednak inhibitory neuraminidazy (zanamivir a
oseltamivir, znamé pod firemnimi nazvy TAMIFLU a
RELENZA).

* Antivirotika je treba uzivat jen ve zdlivodnénych
pripadech. Zbytecné ,preventivni® uzivani kvuli panice
muze vést vyvoji rezistence.



http://www.bio-pro.de/en/region/rhein/magazin/01112/index.html
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Dalsi
respiracni
Viry



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
dospélych) bez horecky.

* Diagnostika: KFR, HIT, ELISA; jsou zkfizené
reakce. Je mozny i primy prukaz ve vyplachu
z nosohltanu izolaci na bunécné kulture.



RS virus (respiracni syncycialni virus,
pneumovirus)

Je vzdalené pribuzny virum parachripek

RS-virus je vyznamnym patogenem dolnich cest
dychacich v prvnim pulroce Zivota

Jak napovida nazev, zpusobuiji splyvani
nakazenych bunék (syncycia — soubuni)

Diagnostika — ELISA, primo bunécné kultury

Metapneumovirus je noveéjsi virus, ktery je
S pneumovirem pribuzny



Adenoviry — Neobalené DNA viry

* Poprvé byly izolovany 1953 z vyriznuté adenoidni
vegetace (nosni mandle)

e Zahrnuje viry lidské, zvireci a ptaci

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

e Je znamo 47 serotypu adenovirl, které mohou byt
patogenni pro cloveka. Ty se mohou lisSit pfiznaky i
moznosti diagnostiky



Adenovirt

http://www.tulane.edu/~dmsander/Big_Virology/BVDNAadeno.html



Lidské adenoviry

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

* Typy 40 a 41 (lisici se takeé tim, ze se nedaji
kultivovat) zpUsobuji prujmy (hnacky) malych
deti

* Jeden typ také muze zpusobovat zanét mocového
méchyre s krvacenim

* Diagnostika muze byt kultivacni (na bunécnych
kulturach) a serologicka (komplementfixace)

* Cilena lecba neni mozna



Adenovirus




100 nm

http://www.tulane.edu/~dmsander/Big_Virolo
gy/BVDNAadeno.html






Mykoplasmata



Mykoplasmata

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

* nemaji bunécnou sténu

* nelze stanovit jejich tvar, ktery muze byt
kulaty, ovalny Ci vlaknity

* u Clovéka jsou vyznamné rody Mycoplasma
a Ureaplasma

* nejmensi organismy, které ke svému rustu
nepotrebuji cizi bunku

\"4

e nekolikrat mensi nez bézné bakterie




www.unc.edu
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Mycoplasma pneumoniae

pUvodcem tzv. atypickych pneumonii.

mohou nastat i mimoplicni komplikace
(srdecni, nervové a jiné).

casto naopak jen jako ryma nebo uplné bez
priznaku

prenos vzduchem



Mycoplasma hominis,

Ureaplasma urealyticum
 duleziti puvodci pohlavné prenosnych nakaz

e zanety pochvy, mocové trubice aj.

* na druhou stranu jsou Casto pritomny v uretre
zdravych osob

Dalsi urogenitalni mykoplasmata:

 Mycoplasma genitalium: také na pohlavnich
organech, vyznam nejasny

* Mycoplasma penetrans: u nemocnych AIDS jako
oportunni infekce



Ayoopiasma pneurnonias

1. Entry
. Dissase

Pharyngitis
Bronchopneumonia
Lobar pneumonia

. Exil

webdb.dmsc.moph.go.th

Ureaplasma urealyficum

1. Entry
Genitourinary {;" 2. Disease (wrethritis)
tract 3. Exil




Mykoplasmata

webdb.dmsc.moph.go.th

Fg. 17-83 Mycoplasma. Electron  micrograph  of  My-
ceplasma poeumanige. The cell leks a cell wall and is bounded by
a cyreplasmic membrane that has a trilaminar structure,




Mykoplasmata: diagnostika a lécba

e Kultivace na nebunécnych, avsak nicméné
specialnich médiich

* KFR, ELISA aj. Obvykle zaroven se serologii
respiracnich viru

* Nelze pouzit antibiotika, pusobici na bunécnou
sténu

 U&inné jsou tetracykliny, u déti je nutno pouZit
makrolidy (tj. erytromycin a spol.)

* U M. pneumoniae se zkousi ockovani — ve stadiu
vyzkumu.



Virus
kliStové
encefalitidy




Virus klistové encefalitidy

Virus kliestovej encefalitidy

* RNA virus, patri mezi flaviviry

» Klistova encefalitida sice postihuje ¢asto déti,
zavazné priznaky ma vsak spise u dospélych. Presto
se dospéli malokdy nechaji ockovat. V prvni fazi
pripomina chripku, ve druhé priznaky meningealni Ci
mozkové. Smrtnost (letalita) infekce je 1-5 %.

e Jde o typicky arbovirus, zdrojem jsou hlodavci

* Diagnostika je nejCastéji neprimy prukaz — KFR, HIT,
ELISA. Lze pouzit také primy prukaz izolaci viru na
sajicich mysatech, pripadné PCR



Virus klistové encefalitidy

ARN simple brin

Capaide
probélgue Enveloppe
lipldigua

http://vietsciences.free.fr/lkhaocuu/nguyenlandung/virus01.htm




Nektere
vlastnosti
Vi r LOJ dulezité pro diagnostiku



/ vlastnosti vird

* Vime jiz, ze viry jsou nebunécné castice, obsahuijici
DNA ci RNA v nukleokapside, a pripadné jeste
obsahujici virovy obal

* Soucasti tohoto obalu muze byt latka, kterd in vitro
shlukuje cervené krvinky. Tohoto jevu jsme ostatné uz
vyuzili v serologickém tématu v hemaglutinacne
inhibicnim testu. Podobna je také schopnost
hemadsorpce

e Z dalSich vlastnosti: Virus potrebuje cizi bunky. Takové
nalezne napt. ve bunécné kulture nebo ve strukturach
oplodnéného vejce s kurecim zarodkem



Prehled
virologicke
diagnostiky




Virologicka diagnostika
* Primy prukaz
— Mikroskopie: elektronopticka, opticka jen k prukazu

neceho, co viry déelaji in vivo Ci in vitro (inkluze,
cytopaticky efekt)

— Kultivace - izolace Vyzaduje zivé bunky.
— Biochemicka identifikace nepada v uvahu
— Pokus na zvireti zde splyva s izolaci viru

— Prukaz DNA — u virl > u bakterii

— Prukaz Ag ve vzorku — velmi bézny

* Neprimy prukaz — obvykle zakladem veskeré
diagnostiky viru



Chripka — diagnostika

e Diagnostika ma epidemiologicky vyznam (dukaz, ze
epidemii pusobi opravdu chripka)

* Primy prukaz chripky (vyplach z nosohltanu nebo
vytér do specialniho transportniho média)
— prukazem virového antigenu

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

— izolace na bunkach opicich ledvin
— prukaz virové RNA pomoci PCR

* Neprimy prukaz chripky
— klasické vysetreni — parova séra, KFR, HIT
— ELISA — IgM, IgA




Mikroskopie
ve virologii.
|zolace viru



Mikroskopie ve virologii

* Elektronova mikroskopie je vhodna
k pozorovani vétsiny viru. Je vsak velmi
nakladna a neni vzdy dostupna (= ne
k rutinni diagnostice)
* Opticka mikroskopie se da pouzit
— K pozorovani cytopatickych efektu in vitro (fada
ruznych viru)
— K pozorovani bunécnych inkluzi in vivo (Negriho

téliska u vztekliny) — spise v ramci histologie nez
mikrobiologie

— K pozorovadni velikych vira (poxviry) — vyjimecné, pro
praxi se nehodi



Izolace viru
e Zvire se pouziva dnes jiz méneé casto. Klasickym zviretem je
sajici myse.
* Vajecny zarodek je klasickou metodou
— Amniova dutina
— Allantois

— Zloutkovy vak

— Chorioalantoidni membrana (pouze zde nékdy pozorovatelny
vysledek — tzv. poky; v ostatnich pripadech neni vysledek izolace

na zarodku viditelny)

* Bunécné kultury (kultury ,, nesmrtelnych” zvirecich ci
lidskych bunék — embryonalnich ¢i nadorovych): napriklad
LEP, Hela, opici ledviny a ruzné jiné. Nekteré (jen nékteré!)
viry déelaji na bunécné kulture cytopaticky efekt (CPE)



Oplodnéné vejce a jeho casti

QUTER SHELL MEMBRANE

INNER SHELL MEMBRANE

ALLANTOIS

http://www.kidfarm.net/chicken/embryo.jpg



Jesté jedno schéma
oplodnéného vejce

SH -
skorapkova
(papirova)
membrana

AB — bilek

http://www.scielo.cl/fbpeli
mg/bres/v38n4/fig02.gif

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

CH - chorioallantoidni membrana (CAM)



lzolace viru a podobnych

agens na vejcl

Amniova dutina, obklopujici zarodek se pouziva
casto, napr. u viru chripky

Allantois, tedy odpadni vacek, je zejména u starsich
embryi snadno dosazitelnou strukturou. Je vsak
malo vyzivny Zloutkovy vak slouZi napf. k péstovani
chlamydii (coz jsou bakterie, ale vlastnostmi znacneée
podobné virim)

Chorioalantoidni membrana slouzi k péstovani
zejmeéna poxviru a herpesviru

Pri vyrobé ockovaci latky se virus péstuje na allantois (coz je mozné az
po nékolika pasazich vamniu)



|zolace viru na oplodnéném
vejci prakticky
Ovoskop

* V dobée, kdy svét pretéka technicky komplikovanymi
pristroji, kterymi rozumi stale méné technikd,
zustava uzasnym klasickym zarizenim ovoskop.

Sklada se z drevéné bednicky, zarovky a posuvného
prkénka s dvéma otvory.



Aplikace viru do amniové dutiny:
jak to provést

* Vejce prosvitte v ovoskopu a naznacte tuzkou okraj
vzduchové bubliny

* Odriznete skorapku nad vzduchovou bublinou
* Na papirovou blanku kapnéte alkohol

* \ejce opét prosvitte v ovoskopu a vyznacte pozici zarodku,
resp. jeho oka

* Jehlou se jakoby snazte vypichnout oko kurecimu zarodku
(ono stejné utece) — bud primo v ovoskopu, nebo pripadné
Mimo néj

* Aplikujte virus

* Vejce opét zavickujte a inkubujte nékolik tydnu



Jak prokazu virus, kdyz ho neni
nijak videt?
Bakterie pri kultivaci tvori viditelné kolonie, nebo aspon kali

bujon. Naproti tomu, jen nékdy vidime vysledek izolace viru
(CPE, poky), mnohem castéji vysledek viditelny neni

Izolovany virus tedy musime néjak prokazat

U virll z amniové tekutiny se pouziva Hirstuv test — prikaz
schopnosti viru shlukovat krvinky. V pripadeé pozitivity se
zjistuje, které specifické protilatky jsou schopny shlukovani
zabranit (jde tedy o HIT pouzity zde k primému prukazu)

U virt z bunécnych kultur (napf. viru chripky z kultury
opicich ledvin) se testuje schopnost virové hemadsorpce



Hirstuv test

prakticky

V = virus (amniova tekutina)
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Cytopaticky efekt (CPE) na
bunécné kulture

e Jen zridka se cytopaticky efekt viru na bunku projevi
podstatnou zménou metabolismu, ktera by se pak pfri
pridani indikatoru projevila barevhou zmeénou viditelnou
makroskopicky (jak bychom vidéli u virus neutraliza¢niho
testu)

* Castéji CPE pozorujeme v mikroskopu:
— zakulaceni bunék
— ztrata desmosomu mezi bunkami
— ztrata usporadani jednim smérem
— celkoveé nastava , misto radu chaos”

* Mnohé viry ovsem na bunécnych kulturach nedélaji
vibec zadny cytopaticky efekt



HSV Growing in Tissue Culture

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

Tento obrazek jeste uvidite jednou...

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



Praktické pozorovani
bunécnych kultur

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

* Mozna uvidite bunécné kultury, v nékterych
mozna i s cytopatickym efektem

e ZkuSené oko rozezna ruzné bunécné kultury a
pripadné také ruzné typy cytopatickych efektu



HSV Growing in Tissue Culture
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http://cmir.mgh.harvard.edu/cellbio/cellculture.php?m www.herpesdiagnosis.com/diagnose.html
enulD_=122

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



Techniky shell-vials

Jde o techniky urychlené kultivace.

Inokulum se centrifugaci vmasiruje do
bunécné 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 nekolik
tydnu)



Neprimeé
metody ve
virologii



KFR u respiracnich viru — priklad

Cilem je urdcit, ktery z Sesti testovanych puvodcu je
zodpovédny za momentalni respiracni potize
naseho pacienta

(= 2 sedimentace krvinek na dno)

Negativni je hemolyza (,,malinova limonada“)

Titr je nejvyssi redeéni, kde je jesté reakce pozitivni
(= kde krvinky sedaji na dno)

Ctyfnasobny vzestup/pokles titru se povazuje za
signifikantni (pri pouziti parovych sér)



HIT — klistova encefalitida (priklad)

Vedle KFR je HIT jednou z klasickych metod prukazu
tohoto viru.

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

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

Titr je nejvyssi redeéni, kde je jesté reakce pozitivni (tedy
kde krvinky sedaji na dno)

CtyFnasobny vzestup/pokles titru se povaZuje za
signifikantni pri pouziti parovych sér



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



Kontrolni otazky

1. Jak se ve virologii pouziva elektronova a opticka mikroskopie?
2. Co znamenaji terminy ,bunécna kultura® a ,,cytopaticky efekt“?
3. Které casti oplodnéného vejce se vyuzivaji k péstovani viru?

4. Proc€ se v diagnostice virl nékdy uzivaji pokusna zvirata?

5. Jaké vzorky a metody se pouzivaji pri virologické diagnostice
chripky?

6. Které metody prukazu virl vyzaduji odbér dvou vzorku a jaky je
idealni odstup mezi prvnim a druhym odbérem?

7. Na ¢cem jsou zalozeny techniky shells-vials?

8. Které jsou typické metody neprimého prikazu virt?
9. Co je za€ Mycoplasma pneumoniae?

10. Co znamena zkratka , RS virus“?




