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 virli, cytopaticky
efekt, bunééna kultura, prikaz virovych antigenti

Ukol 1: Stanoveni hemaglutina¢ni jednotky viru ch¥ipky v amniové tekutiné (Hirstiv
test)

Je-li virus izolovan v amniové tekuting, neni vysledek viditelny. Neni tedy jasné, zda byla izolace pozitivni nebo
ne. Jeden ze zptsobu, jak ovéfit pfitomnost 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 erytrocyta.

Studenti Bi7170 maji vysledek reakce predkreslen v protokolu.

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

Ukol 2: Izolace vird 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 nekteré 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 nepodareny vysledek, kdy se inkoust dostal do allantois.

Struktura Pouziva se k iz.?

Ukol 3: Hodnoceni buné&énych kultur

Roux-ldhve (¢ti: ri) nebo zkumavky s narostlymi bunécnymi kulturami (drive také oznacovanymi jako
., tkanové *) se prohlizeji pod mikroskopem pri malém zvétsSeni (objektiv 10%).

Bohuzel se vnasi laboratoti izolace virG na bunéfnych kulturach neprovadi. Protoze vSak jde o metodu
z celosvétového hlediska stale dilezitou, nechceme vas o tento ukol zcela ptipravit. Podle prezentace zakreslete
dva obrazky bunécné kultury (jeden s cytopatickym efektem a jeden bez né&j)

Bunécéna kultura s CPE | Bunééna kultura bez CPE

Charakterizujte zmény bunééné kultury v ptipadé CPE:
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Bi7170c — Lékatska mikrobiologie, praktické cviCeni. Protokol k tématu PO7a

Ukol 4: Diagnostika parotitidy reakci ELISA

Parotitida (pfiusnice) se zpravidla prokazuje reakci ELISA.

IgG: IgM:

Hodnota cut off (pocitina jako prumér jamek | Hodnota cut off (pocitina jako prumér jamek
“STAND”) je: “STAND”) je:

90 % cut off 110 % cut off 90 % cut off 110 % cut off

Kontroly U jsou OK U nejsou OK Kontroly 4 jsou OK U nejsou OK

Vysledky: Oba vySetfovani pacienti jsou pozitivni-negativni ve tfid¢ IgG a pozitivni-negativni ve tfidé IgM

Nejpravdépodobnéjsi vysvétleni je:

Upozornujeme, ze zpiisob hodnoceni kontrol a pacientskych vysledkii je ve skutecnosti u této reakce ELISA

vvvvvv

Ukol 5: Stanoveni komplementfixaénich protilatek proti nejéastéj$im piivodciim
respira¢nich nakaz

Na desticce je vySetiena 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 vzestupipokles diagnosticky zavér
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Ukol 6: Zjisténi titru protilatek proti viru klisové 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 dutlku je fedéni 1:5. Zakreslete vysledky reakce, doplite chybéjici fedéni, zapiste titry
a vyhodnot'te.
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Bi7170c — Lékatska mikrobiologie, praktické cviCeni. Protokol k tématu PO7a

K dkolim 11 az 15

Odectéte vzdy vysledky vySetfeni, nezapomeite overit kontroly, pokuste se ucinit zaver, 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) vySeti‘eni IgM: b) vySetreni celkovych protilatek:

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

¢) vySetreni anti-HBs:
Cut off = 0,348
Vsechny kontroly jsou v poradku.

d) vysetreni anti-HBe:
Cut off = 0,820
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 vyhodnotte disledky

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, hranicni):
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Ukol 16: Diagnostika viri ¢eledi Herpesviridae

Herpesviry jsou dulezité viry, které zahrnuji dtlezité druhy. Diagnostické metody jsou podobné tém pouzivanym
u virl hepatitid ¢i HIV, ale u nekterych herpesvirti zahrnuji také izolaci vird na bunéénych kulturach, pripadné i
na oplodnéném vejci (s tvorbou tzv. pokii — viditelnych struktur na chorioalantoidni membrané — CAM)

Pro studenty Bi7170 jsou pole jiZ vyplnéna.

Virus Zkratka Nemoc Hlavni pi'imé metody Hlavni  nepiimé
metody
Herpes simplex virus H SV]. 2 Opar rtu Kultivace na bunéénych | ELISA a dalsi
(typla?) ' Genitalni opar kulturach, PCR reakce se
Varicella  zoster | VZV 1) plané nestovice | Zejména  PCR,  jen | znaCenymi
virus 2) pasovy opar vyjimetné kultivace na | protilatkami (riizné
Epstcin-Barove " bunéénych kulturach | tridy protilatek,
P EBV Infekcni (VZV) piipadné i riizna
Virus mononukledza avidita)
Cytomegalovirus C M v Cytomegaloviroza
Lidské herpesviry 6 a H H v 6 7 Exanthema
7 ' subitum ¢ili
roseola infantum
Lidsky HHVS Podil na Kaposiho
herpesvirus 8 sarkomu (u HIV +)

Ukol 17: Prakticka diagnostika infekéni mononukleézy

Infekéni mononukledza je nebezpecné onemocnéni, které zahrnuje i onkogenni potencial. Na druhou stranu ma
velka vétsina populace protilatky, protoze se v predchozim zivoté setkala sonemocnénim, respektive se
nachazeji v jeho latentni fazi.

Nepiima diagnostika zpravidla zahrnovala detekci takzvanych heterofilnich protilatek pomoci reakce znamé jako
Paul-Bunnelova nebo Paul-Bunnel-Davidsohnova. Pozdgji byla tato reakce modifikovana a zacaly se pouzivat
jeji varianty OCH a IM. Ty se pouzivaji stale, i kdyz ne pfilis Casto.

V soucasnosti nejcastéjsi zpusoby diagnostiky zahrnuji detekei specifickych protilatek, zpravidla dvou typt:
Protilatky proti EBNA — Epstein-Barr (virovy) nuklearni antigen — nejsou pritomny u Cerstvych infekci,
vétsSinou jsou pfitomny u latence a reaktivace

Protilatky proti VCA — virovy kapsidovy antigen — u Cerstvych infekci jsou typické protilatky IgM a
nizkoavidni IgG

Zékladni interpretace je nésledujici (modifikovdno ze standardnich operacnich postupii ustavu):

IgG anti-VCA | IgM anti-VCA | IgG anti-EBNA
Vnimavy jedinec (dosud neinfikovan) negativni negativni negativni
Bézny nalez (kontakt v minulosti, zpravidla s nasledkem latence) pozitivni negativni pozitivni
Akutni primarni infekce pozitivni/negativni pozitivni negativni
Reaktivace (pfipadné nékteré akutni primarni infekce) pozitivni pozitivni pozitivni

Poznamka: Dalsi ¢asto doporucené vysetieni je avidita IgG protilatek anti-VGA. U primarni infekce protilatky
zpravidla maji nizkou aviditu, v pripade reaktivace ¢i latence byva avidita vyssi.

Zhodnot'te vysledky danych pacienti proti EB-virovym antigentim a vypliite nasledujici tabulky s vysledky

Cut off 90 %c.0. | 110 %c. 0. | Kontroly OK? | Vysledky

IgG anti-VCA ano —ne Cisla negativnich pacientt
(pokud néjaci jsou):

IgM anti-VCA ano — ne Cisla pozitivnich pacientt
(pokud néjaci jsou):

IgG anti-EBNA ano —ne Cisla negativnich pacienti
(pokud néjaci jsou):

Zaverecné vyhodnoceni je na dalsi strance.
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Vsimnéte si, ze dva pacienti maji vysledky odlisné od ostatnich, ale odli$né i vzajemné.

Pokuste se o konecny zavér (vysledky vyznacte jako “+” ¢i “— a pokuste se o interpretaci):
Pacienti IgG IgM IgG Interpretace
anti-VCA | anti-VCA | anti-EBNA
Pacient ¢islo
(napiste Cislo pacienta)
Pacient ¢islo
(napiste Cislo pacienta)
Vsichni ostatni pacienti
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