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I Osnova

e klasifikace a struktura virQ

. replikace vird; adenoviry, picornaviry, respira¢ni
viry; mykoplasmata

* virus klistové encefalitidy

 viry spalnicek, zardeének, priusnic

* Viry hepatitid

e HIV virus

* herpesviry

» izolace a kultivace virl, cytopaticky efekt
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I Viry

elementarni biosystém, ktery vykazuje nékteré
vlastnosti Zivych systému (pritomnost genomu,
schopnost adaptace)

nejsou schopny zabezpecdit své energetickeé
naroky bez zivé bunky a mimo ni nejsou funk¢né
aktivni

intracelularni parazité, postradaji proteosynteticky
aparat
2 faze:

- nezivé agregaty makromolekul mimo hostitelskou
bunku (metabolicky inertni)

- uvnitr bunky replikace a exprese genomu

(metabolicky aktivni)
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| viry (2)

« spolecné znaky s zivymi organizmy:
- schopnost rozmnozovani (de novo)
- pritomnost genomu
- variabilita (proménlivost, mutace)
- adaptace (zména spektra hostitel()
- vyvoj (evoluce)
- odlisSné znaky od zivych organizmu:
- charakter genetického materialu (RNA genomy)
- specificky druh parazitizmu (na genetické Urovni)
- nepritomnost proteosyntetického aparatu

=> nebunecna forma zivota
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I Viry

« plvod neni jasny, zda se, Zze nemaji spole¢ného predka
* rozdelent:
- DNA viry, RNA viry

- jednovlaknové (ss = single stranded),
dvouvlaknové (ds = double stranded)

« +sSRNA - slouzi jako mRNA

« -sSRNA - RNA komplementarni k mRNA, pred
translaci musi byt nejdrive prepsana do +ssRNA

- pritomnost reverzni transkriptazy
- obal (obalené, neobalené)
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I Baltimorova klasifikace vira
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I Struktura viru

virion = diskrétni virova castice

- intaktni virova ¢astice = komplex virové NK a proteint
(popf. i obalu) schopny infikovat bunku

« kapsid(a) = plast viru tvoreny bilkovinami (chrani a
stabilizuji NK); urCuje symetrii/tvar

« kapsomera = morfologicka jednotka sdruzujici
strukturalni podjednotky a tvofici kapsidu

* nukleokapsid(a) = strukturni dtvar tvoreny virovou NK
a bilkovinnym obalem

- pfitomna u vétsiny virl (bez ohledu na obal)

« proteinové podjednotky se k sobé spojuji autoagregaci
(energeticky vyhodny proces; bez dodani energie)
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I Struktura viru (2)

« vnejsi obal (envelope) = lipidova dvojvrstva
s transmembranovymi glykoproteiny

glykoproteiny tvori vybézky (peplomery, spikes)
na povrchu viru

pro prichyceni viru k hostitelské bunce

tvorena komponenty z hostitelské bunky
(puvodné cast cytoplazmatické nebo jaderné
membrany, endoplazmatického retikula nebo
Golgiho aparatu)

obalené viry méné mechanicky odolné (citlivejsi
k vyschnuti, teplu nebo detergentim)

vyhodou je adaptabilita obalu — uUnik pred
Imunitnim systémem hostitele
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I Symetrie kapsid

- ikosahedralni (kubicka) = dvacetisten se tremi osami

ooooooooooooooooooo

symetrie (2-, 3-, 5-Cetnou) - A
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I Symetrie kapsid (2)
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Symetrie kapsid (3)

« komplexni = usporadani kapsomer neumoznuje
jednoznacné zarazeni do predchozich skupin

Core
fibiils
Cater

envelope

Head
Core
DNA envelope
I Collar
Protein
Tall
Pallizade
‘ Lager virus.stanford.edu
Long Tail

Fibres Base Plate

2 D 3 D boundless.com
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I Symetrie kapsid (4)

« symetrie nukleokapsidu pod vnéjSim obalem

lipid bil ayer

ICOSAHEDRAL ENVELOPED ICOSAHEDRAL

1 2 el el g
lipid bil ayer
glycoprotein spikes
= peplomers
HELICAL ENVELOPED HELICAL nptel.ac.in
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I Adenoviry

 neobalené dsDNA viry, ikosahedralni symetrie, stfredné
velké (90 nm)

« plvodné izolované z adenoidni vegetace (nosni mandle)

« pres 50 serotypl patogennich pro ¢lovéka

- respiracni onemocneéni (rymy, tonsilitidy,
faryngitidy; ojedinéle az fatalni pneumonie - Ad 14)

- konjunktivitidy (faryngokonjunktivalni horecka -
Ad 3, 4, 7; keratokonjunktivitidy - Ad 8, 19)

- gastroenteritidy (Ad 40, 41)
- akutni hemoragicka cystitida (nefritida) (Ad 11, 21)

« pouze symptomaticka lécba
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Adenoviry (2)

T=25
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I Adenoviry (3)

Adenovirus

« prichyceni viru
glykoproteiny

« endocytoza

e rozruseni endosomu
lytickymi enzymy
po snizeni pH

« uvolneéni virionu
do cytoplasmy

« transport k jadru
(mikrotubuly) ——

.:/rh
.;;;.';;f;-:' : Partlcle escape

Late endosome (pH 6.0) &
||\|'\ -!i_!l_lu'-"'
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J Adenoviry (4)

« prenos NK do jadra

RNA viruses DMA viruses  dsDNA(RT) viruses  ssDNA viruses | dsDNA viruses ssRNA(RT) viruses
Orthomyxoviridae Polyomaviridas Hepadnaviridas Parvoviridae Herpesvirales Retroviridae
Bomaviridae Papillemaviridae Clrcewiridas Adenoviridae fexcept Lemnti-)
Baculloviridas Geminiviridae
ssRNA(RT) viruses
Lentiviruses
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I Adenoviry (5)

. DNA v jadie:
- exprese ¢asnych genu (regulaéni proteiny):
« exprese proteinl nutnych k replikaci DNA
» aktivace dalsich virovych genl

« zamezit IS znicit virus/napadenou bunku
(blokovani apoptdzy, interferonu a exprese a
transportu MHC |[)

- replikace DNA (DNA viry Casto vyuzivaji DNA
polymerazu hostitele, ale adenoviry maji vlastni)

- exprese pozdnich genu (strukturni proteiny)
- sestaveni novych virionu, maturace

« opusteni bunky (lyze bunky)
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Adenoviry (6)

Endocyctosis
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I Celed Picornaviridae

 neobalené +ssRNA viry, malé (30 nm), ikosahedralni,
odolné

 rod Enterovirus (poliovirus, rhinoviry, coxsackie viry,
echoviry)

 rod Hepatovirus (virus hepatitidy A)

« replikace: adsorpce —» endocytéza — translace do
polyproteinu — replikace ve viral factories —» sestaveni
prokapsidu - maturace (neznama proteaza) - lyze
bunky

 viral factories (intraceluldrni kompartmenty rtzného
pUvodu; zvysuji efektivitu virové replikace a sestaveni
viriond; ochrana pred obranymi mechanismy hostitele)
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I Celed Picornaviridae (2)
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I Viral factories

P

Peroxysome Chloroplasm
Endosome

Tombusvirus Togaviridae

Lol o Spherules
Arteriviridae, coronaviridae, - .
Flaviviridae Y -
Double membrane vesicles Nodavirus |l
i Spherules |2 |

| Double membrane vesicles

viralzone.expasy.org |
o
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J Viry chfipky

« obalené -ssRNA viry, 80 - 120 nm, kulaté, ovalné,
nékdy i protahlé, segmentovany genom (8 segment()

* replikace v jadre (u RNA virt vyjimka)
 hemaglutininy
- membranové proteiny, hlavni povrchovy antigen H

- prichyceni k povrchu bunky - receptor kys. sialova
- fuze virového obalu a endosomu)

 neuraminidaza (N) - stépeni kys. sialové
- umozni pronikani viru pres hlen na sliznicich
- uvolnéni virionu z bunky a zabranéni jejich agregaci
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J Viry chfipky (2)

Hemmaglutinin (HA)

Matrix (M1)
el -— Meuraminidase (NA)

Palymerase complex (PAPE1, PB2)

Mucleoprotein (NP)

o N @ ViralZone 2010
b \ Swiss Institute of Bioinformatics

M2 lon channel

Muclear export protein (NEP)

* https://www.youtube.com/watch?v=YSgkoldBNKkl
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https://www.youtube.com/watch?v=YSgkoldBNkI

J Viry chfipky (3)

J. Hemagglutinin =< M) protein
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O RNA polymerase < Neuraminidase

watcut.uwaterloo.ca
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J Chiipka

« priznaky: horecka (zimnice a tresavka), silné bolesti
hlavy, artralgie, myalgie, nevolnost az zvraceni,
suchy drazdivy kasel

 nebezpecna u lidi se snizenou imunitou,
tehotnych a starsich osob

« nekteré subtypy vyvolavaji u mladych lidi s dobrou
imunitou tzv. cytokinové boure (neadekvatni
reakce IS) - pandemie spanelské chripky (H1N1,
1918), praseci (mexické) chripky (H1N1, 2009)

« virus chripky B (sezonni, mozné i strevni priznaky)
e virus chripky C (mirny prtibéh, hlavné déti)
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J Chiipka (2)

 |lecba:

- symptomaticka (analgetika, antipyretika,
antitusika, expektorancia, nazalni dekongescencia)

- specificka terapie - antivirotika
« antivirotika:
- amantadin, rimantadin (inhibitory M2-proteinu)

- modernéjsi zanamivir (Relenza; inhal.) a
oseltamivir (Tamiflu) (inhibitory neuraminidazy)

* prevence:
- vakcina 2 subtypl chripky A a dvou chripky B
- v CR nejvhodnéjsi dobou pro o¢kovani obdobi od

rijna do prosince
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J Chiipka (3)

¢ evolucni vyvoj:
- antigenni drift:

« malé zmény hemaglutininu a neuraminidazy
zpusobené ndhodnymi mutacemi

« infekce (epidemie) prichazi v dobe, kdy je virus
dostatecné odlisny a IS ho nerozezna od predchozi
prodélané infekce

- antigenni shift:

+ reasortace segmentu genomu mezi rdznymi
kmeny viru (nejcastéji ptaci, praseci a lidské
kmeny)

. rychlé ziskani odlisnych antigenu, vyvolava

pandemie
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| Chiipka (4)

 pandemie:

- jen chripka A (u ostatnich je prakticky nemozné,
aby nastal antigenni shift)

- H1N1, spanélska chripka (1918), praseci
(mexicka) chripka (2009)

- H2N2, asijska chripka (1957)
- H3N2, hongkongska chripka (1968)
- H5N1, ptaci chripka (2003, nejvice od 2005)

« samotné subtypy H a N nerikaji nic o nakazlivosti
a virulenci, zalezi na konkrétni strukture viru

* Vviry nebezpecné az po vhodné rekombinaci
riznych ¢asti rGznych virQ
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I Viry parachripky

« obalené -ssRNA viry, vetsi (150 nm), 4 typy
 pribuzné virlm pfriusnic a spalni¢ek
« postihuje zejména malé deti

« horec¢naté infekce HCD (kasel, ¢asto katar), mlze
prejit i na DCD vc. zanétu plic

N I\

- diagnostika: KFR, HIT, ELISA (Casté zkrizené reakce)

29/12!



| RS virus

« respiracni syncycialni virus (rod Pneumovirus)

« obalené -ssRNA viry

« pribuzné virlm parachfripek

« postihuje zejména kojence a malé deéti

« jedna z nejcastéjsich pricin hospitalizace deti

« bronchitidy, bronchiolitidy, zanét plic

« diagnostika: ELISA, bunécné kultury

« pfrireplikaci viru vznikaji mnohojaderna syncytia

« metapneumovirus (napada starsi déti; mirngjsi
priznaky onemocneéni)
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] Mykoplasmata

« bakterie, nejmensi a nejjednodussi prokaryota, ktera
nepotrebuji cizi bunku

+ nemaji bunécnou sténu (- neplsobi B-laktamov?a
ATB), maji trojvrstevnou plazmatickou membranu (tvar
pleomorfni)

 rody Mycoplasma
a Ureaplasma
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I Mycoplasma pneumoniae

« plvodcem tzv. atypickych pneumonii
 casto jen jako ryma nebo bez priznakd

 mohou nastat i mimoplicni komplikace (srdecni,
nervove a jiné)

« ATB pfi tézsich formach infekce
 citlivé na tetracykliny, makrolidy (u déti),

« ATB bakterii neusmrcuji, pouze zastavuji jeji mnozeni
(pUsobeni na proteosyntézu)

« diagnostika: KFR, ELISA (v ramci serologie
respirac¢nich virt)
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I Dalsi mykoplasmata

« Mycoplasma hominis

- bézné nachazeny patogen prevazne v urogenitalnim
systému u zen a sexudalné aktivnhich muzi

- zanety pochvy, mocové trubice, apod., které mohou
vyustit v hluboky panevni zanét
« Mycoplasma genitalium
- negonokokova uretritida (muzi), cervicitida (zeny),
hluboky panevni zanét
 Ureaplasma urealyticum
- zanety pochvy, mocové trubice
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I Virus klistoveé encefalitidy

« obaleny +ssRNA virus, 50 nm, Celed Flaviviridae

« klistova encefalitida:

nejdrive mirné , chripkovité” priznaky
encefalitida, meningitida, meningoencefalitida
letalita 1 - 5 %

arbovirus (arthropod-borne virus) - viry
prenasené clenovci
zdrojem lesni savci (hlodavci)

diagnostika: KFR, HIT, ELISA, PCR, izolace na
sajicich mysatech
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J Virus klistové encefalitidy (2)

Ixodes ricinus
Ixodes spp.

static-content.springer.com
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Virus klistové encefalitidy (3)

 symptomy a diagnostika

Diagnosis:

lgM-antivirals of serum
(EIA)

Total antivirals of serum (HI)

]
>
2
] | | |
T 1 2 3 ' weeks
Infection Stage l: No symptoms Stage lI:
mild neurological symptoms, high fever
"flu-like" (headache — encephalitis, meningitis

— paralyses)
en.wikipedia.org
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I Celed’ Togaviridae

 obalené +ssRNA viry, ikosahedralni symetrie,
65-70 nm

e rod Rubivirus - virus rubeoly (zardenky)

 rod Alphavirus - arboviry (arthropode born)
- viry konské encefalitidy (EEE, WEE, VEE)
- viry horecek Chikungunya a O'nyong nyong
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I Virus rubeoly (zardenky)

« |at. rubeo = zardivam se, angl. rubella
« Cisteé lidsky virus
 benigni détské onemocnéni

« prenos vzduchem, inkubace 16-18 dni, zacina se
vylucovat nosohltanem uz pred vysevem vyrazky

 nebezpecné u téhotnych (prvni trimestr -» vrozené
vady - malformace srdce, sluchu ¢i jinych orgédnut

- diagnostika: klinické priznaky, ELISA, primy prikaz
mnozenim na tkanovych kulturach bez CPE (pomnozeni
viru prokazovano interferenci, tj. pridame virus, ktery by
normalné delal CPE, napr. echovirus 11)

« lécba: symptomaticky
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Virus rubeoly

« obaleny, +ssRNA, 65-70 nm

JViralZone 2010
Swiss Institute of Bioinformatics
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I Zardenky - priznaky

« makulopapuldézni vyrazka, zacina na obliCeji, Sifi se na
celé télo
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I Celed: Paramyxoviridae

« obalené -ssRNA viry, sférické, 150 nm

« podceled Paramyxovirinae

- Respirovirus - virus parachripky 1 a 3

- Morbillivirus - virus spalnicek

- Rubulavirus - virus priusnic, parachripky 2, 4a, 4b
« podceled Pneumovirinae

- Pneumovirus - lidsky RS virus

- Metapneumovirus - lidsky metapneumovirus
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I Celed: Paramyxoviridae

« obalené -ssRNA viry, sférické, 150 nm

Matrix protein (M}

Hernagglutinin-neuraminidase(HN}

Fusion protein (F) '_':; G - ' A Phosphoprotein (P)

Nucleoprotein (M)

Polymerase (L)
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| Virus spalniéek (Morbillivirus)

angl. measles nebo rubeolla

neexistuji bezpriznakové infekce:

- po 10-11 dnech horecka, ryma, kasel, zanéty
spojivek — charakteristicka vyrazka, zacinajici na
tvarich a za usima (po 3-4 dnech vybleda)

- Vv Ustech tzv. Koplikovy skvrny (Sedé makuly)

mozné komplikace postihujici dychaci a nervovou
soustavu

vzacne reaktivace v dospélosti: subakutni sklerézujici
panencefalitida (SSPE)

diagnostika: serologie (ELISA, KFR, HIT)

lécba: symptomaticky
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I Spalnicky - priznaky

« vyrazka

« Koplikovy skvrny h%'
(dole) »
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I Virus priusnic

e angl. mumps

« vstup pres respiracni trakt (kapénkove) —» inkubacni
doba 2-3 tydny, generalizovana infekce

« otok slinnych zlaz, mozné postizeni CNS, slinivky brisni
a varlat (nebezpecné u muzlt v puberté - vzacné vede
ke sterilité)

- diagnostika: serologie (HIT, KFR, ELISA), izolace

« lécba: symptomaticky
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Parotid Gland

Disease is presented as severe pain over parotid gland and swelling of parotid gland.
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| MMR vakcina

« ockovani proti spalnickam, priusnicim a zardéenkam
« zivé oslabené viry

» indikovdano détem starsim 15 mésicl, osobdm vnimavym
na alespon jednu z nakaz, pfi riziku komplikaci
v téhotenstvi

« postexpozicni profylaxe po kontaktu se spalnickami

47/12.



I Viry hepatitid

- pét hlavnich typu virovych hepatitid VHA az VHE

« kazdy patri do jiné skupiny, vétsina jsou RNA viry, kromé
VHB je DNA virus s RT

« VHA a VHE - prenaseji se fekalne-oralni cestou
(ruce), neprechazeji do chronicity

« VHB, VHC a VHD - prenos krvi, popr. sexualne
(u VHC spise nevyznamné), mohou prechazet do
chronicity, prekanceroza

« existuji i dalsi viry hepatitid

« pacient méa horecky, travici potize, muze byt pritomno
zezloutnuti skléry ¢i kiize, zména barvy moce a stolice
atd.
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| Viry hepatitid - piehled

HAV

HBV

HCV

HDV

HEV

Picornaviridae
+SSRNA
Hepadnaviridae
dsDNA (RT)
Flaviviridae
+SSRNA

Deltavirus (Delta
agens — viroid)
-SSRNA
Hepeviridae
+SSRNA

fekalné-oralni

sexualni, krvi

krvi

sexualni, krvi

fekalné-oralni
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| Hepatitis A virus

 neobaleny, +ssRNA, 30 nm

© ViralZone 2008
Swiss Institute of Bioinformatics
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Hepatitis B virus

e obaleny, Castecné dsDNA (RT), 42 nm

L glycoprotein

5 glycoprotein

& ViralZone 2009
Swwiss Institute of Bioinlormatics
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| Hepatitis B virus (2)

« neinfekcni castice produkované v nadbytku

Copyrght & The Melore =8 Corparses, inc. Parmascn requirsd lor mprsfuchon or deplin.

f— Envelope
— Muglaccapaid
[viral capsid)
Hapabts B & antgen Hegatitis B core anligen
{HBaAg) (HBcAg)
3" most abundant
{m) Complate miachous vimon {b) Wiral ervelope particles confaining HBsAg

slideshare. net
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| Hepatitis C virus

e obaleny, +ssRNA, 50 nm

E1-E2 dimer
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| Hepatitis D virus

aantigan

e obaleny, -ssRNA

22 nm

« satelitni virus
(vyzaduje koinfekci

s HBV)

HDV virion

Large delta antigen
2mall delia antigen

©ViralZone 2008
Suelss Institute of Bioinformatics

meadicalassessmentonline. com

/ HBsAg

|- S glycoprotein —

__'_,-I glycoprotein
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is E virus

] Hepati

 neobaleny, +ssRNA, 32-34 nm

Hepatitis E
PDB : 2ZTN

100 A

Chimera image: JYS (201

virology.wisc.edu
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I Hepatitidy

« infekcni zanéty jater, lidoveé zloutenky
« hepatitida jako prenosné virové onemocneéni

« hepatitida jako priznak, ktery je pritomen nejen pfri
virové hepatitide, ale i napr. pfi obstrukci zlucovych cest
kameny

« nevirové hepatitidy:

- metabolicka (Wilsonova choroba - abnormalni
strddanim médi v jatrech - zpUsobuje poskozeni
jaternich bunék, poruchy funkce CNS a hemolytickou
anémii; porfyrie = hromadéni prekursorli hemu v
jatrech)

- toxicka (alkohol, 1éky)
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| Hepatitida pfiznaky

« typicka iktericka forma (u vsech hepatitid je vsak
Ccastéjsi forma aniktericka)
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I Prevence hepatitid

« ockovani proti hepatitide A je dostupné a
doporucené napt. i pri cestach do jizni Evropy Ci severni
Afriky

« ockovani proti hepatitidé B nyni soucasti normalniho
ockovaciho kalendare (hexavakcina)

* mozné soucasné ocCkovani proti hepatitidé A i B

- ocCkovani proti hepatitidé C neni (nékolik genotyp,
velké mnozstvi subtypd, snadno mutuje)

« ocCkovani proti hepatitidé D = proti HBV

« experimentalni vakciny proti HEV (rGzné faze klinickych
studii, uvedeni na trh zrejmé nebude v dohledné dobé)
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I Diagnostika hepatitid A, C, D, E

« HAV: stanovujeme metodou ELISA anti-HAV IgM s IgG,
nebo IgM a celkové protilatky

« HCV: stanovujeme IgM a 1gG protilatky metodou
ELISA, dale se pouziva PCR

« HDV: prokazuje se delta antigen (HDAg), protilatky
(anti-HD) ¢i virova RNA pomoci PCR

« HEV: prikaz IgM a IgG protilatek metodou ELISA, ve
vyzkumu i PCR
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I Zvlastnosti diagnostiky HBV

 nuleokapsida - dvé drenové bilkoviny, které maji
povahu antigent (HBcAg a HBeAg)

« obal - antigen HBsAg
« HBsSAg je nadprodukovan (v krvi koluji i prazdné obaly)

- do prazdného HBsAg muze proniknout delta
agens - puvodce hepatitidy D

« delta agens podstatné zhorsuje prognoézu virové
hepatitidy
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| Hepatitis B virus (2)

« neinfekcni castice produkované v nadbytku

Copyrght & The Melore =8 Corparses, inc. Parmascn requirsd lor mprsfuchon or deplin.

f— Envelope
— Muglaccapaid
[viral capsid)
Hapabts B & antgen Hegatitis B core anligen
{HBaAg) (HBcAg)
3" most abundant
{m) Complate miachous vimon {b) Wiral ervelope particles confaining HBsAg

slideshare. net
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I Diagnostika 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
hodné, proto se hodi pro screening

« protilatky naopak muzeme stanovovat proti vSem tfrem
z nich: anti-HBs, anti-HBe | anti-HBc.

 diagnostiku pripadné doplni PCR, priukaz jaternich
enzymu aj.

z kombinace vysetreni plyne interpretace
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I Screening a lecba hepatitid

« screening hepatitidy B bezny (pred operacemi,
v téhotenstvi apod.)

« lécba akutnich hepatitid je symptomaticka
a podpurna

« zakladem terapie klidovy dietni rezim, pouziti
hepatoprotektiv

« VHC -¢asna léc¢ba interferonem mUze zabranit
prechodu do chronicity

 antivirotika: lamivudin (HBV)
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| Virus HIV

« retrovirus (reverzni transkriptaza)

« HIV 1 - ve stredni Africe a v ostatnich kontinentech,
kam se rozsiril

« HIV 2 - pouze v zapadni Africe, rozvoj onemocneéeni je
pomalejsi nez u infekce HIV 1

« prenos se krvi, pohlavni cestou, z matky na dité
(transplacentarné i materskym milékem)
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| Prabéh infekce virem HIV

« primoinfekce virem HIV (tezky pokles CD4+
lymfocytd, prechodnd virémie, priznaky podobné jako
tonsilofaryngitida, infekéni mononukledze Ci chripce)

+ bezpFiznakové stadium (18 mésicl az 15 let,
perzistujici generalizovana lymfadenopatie)

« casné symptomatické stadium (celkové priznaky -
horecka nad 38,5° C, noCni poceni, Unava, Ubytek na
vaze; Casté malé oportunni infekce

« pozdni symptomatickeé stadium, AIDS (konecné
stadium HIV infekce, velké oportunni infekce, nadory,
encefalopatie)
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Virion HIV

« obaleny, dvé kopie +ssRNA, 80-100 nm
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I Diagnostika HIV

. protilatky proti obalovym glykoproteinum pomoci
ELISA testl (gp41, gpl20)

« vysledek vyjde jako pozitivni, posle se vzorek séra do
referencni laboratore, ktera vysledek overi
(konfirmuje) dalsi reakci ELISA a Western blottem

 do vysledkl 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
bézné se neprovadi
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I Herpeticke viry

« obalené, dsDNA, ikosahedralni symetrie, pomérné
velké (HSV-1 150-200 nm)

« typické dlouhodobé pretrvavani v organismu (faze
latence) v nervovych a lymfatickych tkanich

« reaktivace pri stresové situaci popr. oslabeni
imunitniho systému
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I Herpetickeé viry (2)

e obaleny, linearni dsDNA, 150-200 nm

Envelope protains
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I Herpetickeé viry (2)

Zkratka, Celé jméno Choroba
podceled’

HSV-1 + 2 Herpes simplex virus

(alfa)

VZV Varicella zoster virus
(alfa)

EBV Virus Epstein-Barroveé
(gamma)

CMV Cytomegalovirus
(beta)

HHV-6 + 7 Lidsky herpesvirus
(beta) 6+ 7/

HHV-8 Lidsky herpesvirus 8

(gamma)

herpes simplex
(prosty opar)

plané nestovice,
pasovy opar
infekCni
mononukledza
cytomegaloviréza

exanthema
subitum

Kaposiho sarkom
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I Herpes simplex virus

« po infekci viry prezivaji v nervovych gangliich

« HSV-1: herpes labialis (bolestivé puchyrky v oblasti
ust, mulze se ale objevit i jinde)

- zavazneé komplikace (encefalitida, infekce oka)

« HSV-2: herpes genitalis (bolestivé puchyrky v oblasti
genitalu a anu

« diagnostika: klinické priznaky, PCR, popf. izolace viru

+ lécba: aciklovir, valaciklovir a famciklovir (nepUsobi na
latentni infekci, infekce nejsou vylécitelné — latence)
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| Herpes labialis, herpes genitalis

« HSV-1

Herpes lesion:
Found on shaft of penis (male),
vagina, vulva, cervix (female),

and around anus 73/12!
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I Varicella zoster virus (VZV)

* branou vstupu respiracni trakt - pomnozeni
v lymfatickych uzlindch - hematogenni rozsev do klize a
sliznic - tvorba puchyrkl (plané nestovice)

« perzistuje ve spinalnich gangliich interkostalnich
nervy

/NI

« pri oslabeni imunity nebo stresu se sSiri
anterogradné do senzitivni oblasti pfislusného nervu -
pasovy opar

« diagnostika: PCR, ELISA, popr. kultivace

 lecba: aciklovir, valaciklovir a famciklovir
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I Plané nestovice

The characteristic feature of
r Varicella or Chickenpox is that
ﬁ the rash, blisters, and bumps
_ . allform at the same time.

ePainAssist.com
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J Pasovy opar
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I Cytomegalovirus (CMV)

e nazev odvozen od zvétsenych bunék napadenych virem
(virus zabrani apoptoze zprostredkovanou mitochondriemi)

« vstup respiracénim nebo travicim traktem — pomnozeni
a hematogenni rozsev — perzistence ve slinnych zlazach,
renalnich tubulech, leukocytech

« u vetsiny probiha infekce bezpriznakoveé, méné Casto
syndrom infek¢ni mononukledzy (teplota, lymfadenopatie)

« infekce je zavazna u tehotnych (infekce plodu) a
imunokompromitovanych (transplantace, AIDS, apod.)

« diagnostika: serologie, PCR, kultivace

« lécba: ganciklovir, foskarnet
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I Lidsky herpesvirus 6 + 7

« HHV-6A, HHV-6B; HHV-7

« infekce probiha u déti nejcastéeji do 1. roku zivota,
prenos kontaktem — zvysena teplota, nekdy
doprovazena exantémem (exanthema subitum
neboli roseola infantum)

« reaktivace bezpriznakové, s vyjimkou
imunokompronitovanych jedinct

« diagnostika: klinické priznaky, serologie, izolace viru

« lécba: symptomaticky, vyjimecné ganciklovir apod.
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Exanthema subitum neboli
roseola infantum

Roseola rash:

and thighs

Found on neck, trunk.

primehealthchannel.com
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I Virus Epsteinuv - Barrové

« brana vstupu respiracni trakt - pomnozeni v
B-lymfocytech —» priznaky zadné, pres anginu
s lymfadenitidu (infekéni mononukleéza),
az po postizeni jater

« souvislost s urditymi typy tumoru

- diagnostika: Paul-Bunnellova reakce - dikaz tzv.
heterofilni protilatek shlukujicich berani krvinky, nebo
prukaz specifickych protildtek proti rdznym virovym
antigeniim (hlavné EBNA a VCA)

« lécba: obvykle symptomaticka
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J Protilatky anti-VCA a anti-EBNA

« virovy kapsidovy antigen (VCA)

- anti-VCA IgM se objevuji ¢asné pri EBV infekci
a zpravidla mizi béhem 4 az 6 tydn(

- anti-VCA IgG se objevuji v Casné fazi EBV infekce,
vrcholi béhem 2 az 4 tydnu po zac¢atku nemoci,

pomalu klesaji, a pak pretrvavaji béhem zbytku
pacientova zivota

« EBV nuklearni antigen (EBNA)

- protilatky proti EBNA se pomalu objevuji 2 az
4 mésice po zacatku priznakd a perzistuji po zbytek
pacientova zivota
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I Infekéni mononukleoza
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] Lidsky herpesvirus 8 (HHV 8)

« obsahuje neobvykle velké mnozstvi gent, pochdazejicich
z hostitelské bunky

« souvisi s onkogenitou

« primarni infekce mtze pripominat infek¢ni
mononukledzu, ale bez heterofilnich protilatek

« souvisi s Kaposiho sarkomem (tvorba |ézi na téle),
zvlastnim typem nédoru u pacientd s AIDS

« diagnostika je zatim spise experimentalni
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I Primeé vs. neprimeé metody

primeé neprimeé
« hledame mikroba, jeho  hledame protilatky
cast Ci jeho produkt
(produktem muze byt
napfriklad néjaky bakterialni
antigen di jed - toxin)

« protilatka neni soucasti ani
produktem mikroba
(produkt makroorganismu,
odezvou na c¢innost mikroba)

* agens je pritomno nyni « agens bylo pritomno nékdy

v minulosti
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I Prehled metod

¢ primé metody

mikroskopie - elektronovd (morfologie virionl),
opticka (bunécné kultury, CPE, inkluze)

kultivace, izolace - bunécné a tkanové kultury
biochemické metody - u virl se nepouzivaiji
prukaz antigenu (pomoci protilatky)

pokus na zvireti (izolace, prukaz toxicity)
prukaz nukleové kyseliny

¢ neprfimé metody

zaklad diagnostiky viru - KFR, HIT, VNT, ELISA
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| Mikroskopie

- elektronova mikroskopie:
- pozorovani vétsiny vird

- nakladna a neni vzdy dostupna — nepouziva se
k rutinni diagnostice, ale k vyzkumnym uéelum

- opticka mikroskopie:
- pozorovani cytopatickych efektu in vitro

- pozrovani bunécnych inkluzi in vivo (Negriho
téliska u vztekliny) - spise v ramci histologie

- mozné pozorovani velkych virt (> 0,2 um, napr.
poxviry) - vyjimecne, pro praxi se nehodi
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I Izolace a kultivace viru

e zvire se pouziva dnes jiz méne Casto (sajici mysata)

« kureci zarodek (asi 10 dnu staré embryo):

pod skorapkou papirova blanka (uzavira

vzduchovou bublinu)

na papirovou blanku naseda

chorioalantoidni
membrana, ktera
ohranicuje allantoidni
dutinu

v allantois se vznasi
amniova dutina
s vilastnim embryem

zloutkovy vak

Egg

hell
e shell

membrane

Allantoic

fluid Amniotic

o

Yolk

Albumen
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I Izolace a kultivace virt (2)

« smery ockovani do jednotlivych struktur

" Herpes simplex virus
Chorioallantoic membrane inoculation| Poxvirus
RGUS sarcoma ".I"iI'LtS-

Amniotic cavity

Shell Shell membrane

Influenza virus
Murmps virus

Amniotic inoculation

Yolk sac inoculation | Herpes simplex virus

7 | Allantoic inoculation '“ﬂUE"ﬂ_\’lrUS
Mumps virus

MNewcastle disease virus
Choriocallantoic Avian adenovirus
membrane

Adapted from F. Fenner et al., The Biology of Animal Viruses (Academic Press, New York, N.Y,,

1974), with permission.
plus.google.com

88/12!



I Izolace a kultivace virt (3)

« smery ockovani do jednotlivych struktur

Choricallantoic membrane inoculation

Amniotic cavity
Shell membrane

Amniotic inoculation

Yolk sac inoculation

Allantoic inoculation

nature. com
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I Izolace a kultivace vira (4)

amniova dutina - obklopujici zarodek,pouziva se
casto, napr. u virt chripky

« allantois (odpadni vacek) poskytuje vetsi objem
tekutiny, ale je méneé vyzivny (hodi se pro viry, které
byly predtim péstovany v amniu a adaptovaly se;
vyuziva se pri vyrobe chripkové vakciny)

« zloutkovy vak - kultivace chlamydii a rickettsii
(pouzivaji se sedmidenni embrya — vak je vétsi)

« chorioalantoidni membrana - péstovani zejména
poxvird a herpesvirl
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I Izolace a kultivace viru (5)

« vysledek neni na kurecich zarodcich vidét

- vyjimka chorioalantoidni membrana - poky
(béelava loziska)

- vyuzivdme schopnosti vétsiny viru aglutinovat
erytrocyty - Hirstuv test

 buneécné kultury:

- ,hesmrtelné” zvireci Ci lidské bunky - embryonalni,
nadoroveé

- Hela (n&dor cervixu), Vero (opi¢i ledviny), HEL
(Human Embryonic Lung)

- nékteré viry zpusobuji cytopaticky efekt (CPE)
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I Cytopaticky efekt

- morfologicky patrné dusledky infekce bunky
virem (ne vsechny viry zpusobi CPE!)

- nasledek naruseni metabolismu a s nim
spojenych zivotnich funkci bunéek
* projevy:
- zmény cytoskeletu:
« zakulaceni bunék
« odlupovani od podkladu
- v disledku zmény obsahu vody a presunu iontu:
« vakuolizace cytoplazmy
« svrasteni bunék
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I Cytopaticky efekt (2)

 total destruction:

- uplna destrukce bunék monolayeru, zhusténi
bunék (kondenzace chromatinu)

- enteroviry (poliovirus, rhinoviry, coxsackie viry,
echoviry)

« subtotal destruction:

- castecna destrukce bunek monolayeru (nejsou
zasazeny vsechny bunky)

- togaviry, pikornaviry, paramyxoviry
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Cytopaticky efekt (3)

Photographs of normal tissue culture-Left side Photographs of infected tissue-Right side
citybugs.tamu.edu 94/12|




I Cytopaticky efekt (4)

 focal degeneration:

- misto generalizované infekce monolayeru - virus
produkuje lokalizovana ohniska

- infekce probiha sirenim viru z bunky do bunky
(ne difuzi z média)

- bunky zvétsené, zakulacené, refraktilni
- herpesviry, poxviry
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Cytopaticky efekt (5)
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I Cytopaticky efekt (6)

 swelling and clumping:

- infikované bunky se zvétsuji a postupné shlukuji do
strapcovitych (hroznovitych) Utvard, nakonec se
odlouci od podkladu

- adenoviry
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I Cytopaticky efekt (7)

« foamy degeneration (vaculalization)

- produkce velkych a | 4
pocetnych vakuol '
v cytoplazme
infikovanych bunék

- tézko pozorovatelné

bez barveni , ’
- retroviry, paramyxoviry,

flaviviry
' .

——

. faculty.ksu.edu.sa

ASM MicrobelLl Suchman and Blair 08/12!




I Cytopaticky efekt (8)

« cell fusion (syncytium formation/polykaryon formation)
- fuze plazmatickych membran c¢tyr a vice bunék

- produkce jedné velké bunky se ctyrmi a vice jadry
(Iépe pozorovatelné po obarventi)

- paramyxoviry, herpesviry
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I Cytopaticky efekt (9)

 inclusion bodies:

- obvykle mista syntézy virovych proteinu nebo
replikace virového genomu nebo mista vznikla po
pUsobeni viru

- lisi se dle infikujiciho viru (rGzny pocet, velikost a
tvar, v jadre/cytoplazme, eosinofilni/bazofilni)

- pozorovatelné po obarveni (Giemsa: lze vidét fuzi
bunék, vakuolizaci cytoplazmy, inkluze)
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I Cytopaticky efekt (10)

 inclusion bodies

‘ol

b ‘o‘

{ "\ .
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I Prukaz viru

« vysledek izolace viru vétSinou neni videt (vyjimky
CPE, poky)

« Hirstuv test (test hemaglutinace)

- vyuzivame schopnosti viru shlukovat erytrocyty

- amniova tekutina s pomnozenym virem
aglutinuje krvinky - prikaz pritomnosti viru

- pritomnost specifického viru provedeme pridanim
protilatek proti hledanému viru - v pozitivhim
pripadé inhibujeme aglutinaci = HIT

« hemadsorpce na bunécénych kulturach (chripka)

- | zdanlivé nezménéné bunky, v nichz se pomnozil
virus, adsorbuji na svUj povrch erytrocyty
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I Prukaz viru chripky

 diagnostika mé epidemiologicky vyznam (dtkaz, ze
epidemii pUsobi opravdu chripka)

- primy prukaz (vyplach z nosohltanu nebo vytér do
specialniho transportniho média)

- prikazem virového antigenu

- izolace v amniové dutine (virus se pak prokazuje
Hirstovym testem)

- izolace na bunkach opicich ledvin
- prukaz virové RNA pomoci PCR
- neprimy prukaz:
- klasické serologické metody - parova séra, KFR, HIT

- ELISA - IgM, IgA 103/12



Ukol 1: Stanoveni hemaglutinaéni
I jednotky viru chripky v amniove
tekutiné (Hirstuv test)

- do 8 dulku v desti¢ce napipetujte po 25 pl
fyziologického roztoku

. 1. dulek slouzi jako kontrola erytrocytd

- do 2. dulku pridejte 25 pl amniové tekutiny,
promichejte a 25 pl preneste do tretiho dulku

« pokracujte v geometrickém redéni do 1:128,
prebyvajicich 25 pl z posledniho dulku odpipetujte do
dezinfekCniho roztoku

- do vSsech dulku pridejte 25 pl suspenze kurecich
erytrocytu

* reakci odectete po 90 minutach pri lab. teploté
104/12



I Ukol 1: Vyhodnoceni

- vyhodnotte virové shlukovani erytrocytu

« zakreslete vysledky a zapiste jaké redéni odpovida
jedné hemaglutinacni jednotce (1 HU)
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I Ukol 2: 1zolace vird na kurecim
zarodku

« ovoskop = prosvétlovac vajec

fermerD2.ru

Yolk

Albumen

fao.org
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Ukol 2: 1zolace virt na kurecim
zarodku (2)

e oCkovani do amnia

Herpes simplex virus
Chorioallantoic membrane inoculation| Poxvirus

g
Amniotic cavity _.' Rous sarcoma virus
I

Shell =g Shell membrane
Albumin. /2 = ': oS

Influenza virus
Mumps virus

Amniotic inoculation

% Yolk sac inoculation | Herpes simplex virus
o 2 g _'__.-"
A”E.mm'c \ ——— I3 [Allantoic inoculation | Influenza virus
cavity Mumps virus
Yolk sac Mewcastle disease virus
Chorioallantoic Avian adenovirus

membrane

Adapted from F. Fenner et al., The Biology of Animal Viruses (Academic Press, New York, N.Y.,
1974), with permission.
plus.google.com
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I Ukol 2: 1zolace virt na kurecim
zarodku (3)

« vejce polozte nalezato, prosvitte v ovoskopu a naznacte
tuzkou okraj vzduchové bubliny (sSirsi konec)

« odrizneéte skorapku nad vzduchovou bublinou
* na papirovou blanku kapnete alkohol

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

« jehlou se snazte trefit do oka kureciho zarodku -
bud’ primo v ovoskopu, nebo pripadné mimo nej

« aplikujte inkoust (atrament)
« zvetsete si otvor ve vejci pomoci pinzety, poté vejce
vyklopte do Petriho misky a sledujte vysledek
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Ukol 3: Hodnoceni bunéénych
kultur

« bunécna kultura bez a s CPE

HSV Growing in Tissue Culture

http://cmir.mgh.harvard.edu/cellbio/c www.herpesdiagnosis.com/diagnose.html
ellculture.php?menulD =122
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I Ukol 4: Diagnostika parotitidy
reakci ELISA

« vyhodnotte reakci ELISA ve tridach protilatek IgG a IgM,
Interpretujte
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Ukol 5: Stanoveni KFR protilatek

I proti nej¢astéjsim puvodcum
respiracnich nakaz

« vyhodnotte KFR

* na desticce je vysetrena dvojice sér jediného
pacienta s atypickou pneumonii

- POZ = sedimentace erytrocytu
« NEG = hemolyza

« za signifikantni povazujte ¢tyrnasobny vzestup
titru
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Ukol 5: Stanoveni KFR protilatek

\VAI I VY < (o)

I proti nej¢astéjsim puvodcum

respiracnic

h nakaz (2)

- Radek 1 - Chfipka All1l:4
- Radek 2 - Chripka Alll1: 4

« Radek 3 - Chfip
- Radek 4 - Chfip
« RAadek 5 - Parac
« RAadek 6 - Parac

ka B | - zadny titr
<a B Il - zadny titr
hripka | - zadny titr

ripka Il - zadny titr

- Rddek 7 - RS virus11: 4

- Radek 8 - RS virus111: 8

« Rédek 9 - Adenovirus | - zadny titr

« Rédek 10 - Adenovirus Il - zadny titr

- Radek 11 - Mycoplasma pneumoniael 1 : 8

- Radek 12 - Mycoplasma pneumoniae Il 1 : 128
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Ukol 5: Stanoveni KFR protilatek

\VAI I VY < (o)

I proti nej¢astéjsim puvodcum
respiracnich nakaz (3)

¢ zavery:

Mycoplasma pneumoniae je pravdepodobnym
puvodcem onemocnéni

doporucena ATB lécba (napr. doxycyklinem)

pacient se jiz za zivota setkal s chripkou A a RS
virem (respiracni syncicialni virus, pneumovirus)

pacient se nikdy nesetkal s ostatnimi testovanymi
Viry
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Ukol 6: Zjisténi titru protilatek
I proti viru klistové encefalitidy
pomoci HIT

« vyhodnotte HIT

« na desticce jsou vySetrena parova séra ¢tyr pacientu
- POZ = sedimentace erytrocytu

« NEG = hemaglutinace

« za signifikantni povazujte ¢tyrnasobny vzestup titru
 redéni v prvnim sloupci je 1:5

 zkontrolujte kontrolu antigenu a erytrocytl v dolnich
rozich desticky
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Ukol 6: Zjisténi titru protilatek
I proti viru klistové encefalitidy
pomoci HIT

¢ zavery:

- jeden pacient se s kliStovou encefalitidou vubec
nesetkal

- dva ji prodélali (treba i bez pFiznaku/mozné
ockovani

- jeden je pravdepodobné ve fazi akutniho
onemochéni (16x vzestup titru)
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Ukol 11: Diagnostika HAV

« ukol 11a stanovujeme anti-HAV IgM

« ukol 11b stanovujeme celkové protilatky anti-HAV
(IgM + 1gG + ostatni)

« vypocet cut off:
- prdmeér ,,c. 0.“ dulkd C1 a D1 = cut off
- hodnoty 110 % cut off a vice = pozitivni
- hodnoty 90 % cut off a méné = negativni
- hodnoty 90-110 % cut off = hranicni

« stanoveni IgM + celkovych protilatek je alternativou ke
stanoveni IgM a IgG
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I Ukol 12: Diagnostika HBV

e Ukol 12a + b: stanoveni HBsAg a HBeAg

« Ukol 12c + d: stanoveni anti-HBs a anti-HBe

« vypocet cut off: primér C1 a D1

nodnoty 110 % cut off a vice = pozitivni
hodnoty 90 % cut off a méné = negativni

hodnoty 90-110 % cut off = hranicni

« HBsAg (pritomnost viru v organismu v jakémkoli obdobi
infekce

« HBeAg (vylucovana pouze béhem replikace viru)

« anti-HBs (po prodélané infekci nebo ockovani)

« anti-HBe (po prodélané infekci)
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I Ukol 13: Diagnostika HCV

« Ukol 13a: PCR, elektroforéza
e Ukol 13b: prukaz anti-HCV metodou ELISA

« vypocet cut off: primeér negativnich kontrol (dtlku B1,
ClaD1l)+ 0,050

- hodnoty 110 % cut off a vice = pozitivni
- hodnoty 90 % cut off a méné = negativni
- hodnoty 90-110 % cut off = hranicni)
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I Dodatecne indicie k ukolu c. 14

« Pacient C - iktericky stav trva nékolik tydnu, pretim
potize nemél

« Pacient D - iktericky stav jiz pretrvava nekolik let, ale
neresil to

« Pacient E - ultrazvuk ukazuje pritomnost Utvaru v oblasti
zlucniku. Urobilinogen negativni, stolice acholicka

« Pacient G - zanamnézy: pred deseti dny byl v kontaktu
s kamaradem, u kterého se pozdeji potvrdila virova
hepatitida A

« Pacient H - u pacienta snizena sérova hladina
ceruloplasminu a zvysené vylucovani meédi moci.
Pritomna téz anémie a neurologické projevy
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J Ukol é. 14 - souhrn vysledki

I & m m O O W >»

a-HAV a-HAV
igM
-+

HBsAg HBeAg

+ +

HCV a-HCV
PCR

-+

-+
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I Ukol €. 14 - zavér k pacientum

A: akutni hepatitida A
B: akutni hepatitida C

C: akutni hepatitida B

D: chronicka (neaktivni) hepatitida B; v détstvi prodélal
VHA (nebo je ockovan)

E: soucasny ikterus zrejmé zpuUlsobily kameny; také on
kdysi asi prodelal VHA (nebo je oCkovan)

F: plvod soucasné zloutenky nejasny, nutno vysetrovat
dale; prodélal VHB, vylécen

G: prilis Cerstva hepatitida A, jesté nema vytvoreny
protilatky

H: Wilsonova choroba (nejde o infekci) 121/12



Ukol 15: Vysetreni protilatek anti-
HIV metodou ELISA

e vypocet cut off:
- primér ,,c. 0.” dilkd C1 a D1 = cut off
- hodnoty 110 % cut off a vice = pozitivni
- hodnoty 90 % cut off a méné = negativni
- hodnoty 90-110 % cut off = hranicni

« pozitivni Ci hrani¢ni séra je treba konfirmovat (zaslat do
NRL v Praze k ovéreni)

« v CR registrujeme vice nez 2500 HIV pacientd
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I Ukol 16: Diagnostika viru ¢eledi
Herpesviridae

e vyplnéno za vas

 tvorba tzv. poku - viditelnych struktur na
chorioalantoidni membrané
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I Ukol 17: Prakticka diagnostika
infekéni mononukleozy
« zhodnotte vysledky danych pacientt proti EB-virovym
antigenlm a vyplnte nasledujici tabulky s vysledky

« VCA - virovy kapsidovy antigen - u Cerstvych infekci
jsou typické protilatky IgM a nizkoavidni IgG

« EBNA - Epstein-Barr (virovy) nuklearni antigen - nejsou
pritomny u cerstvych infekci, vétsinou jsou pritomny
u latence a reaktivace

* Interpretujte podle tabulky v protokolu
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I Po tomto cviceni byste meli umet

» klasifikovat viry na zdkladé jejich NK a obald, stru¢né
popsat replikaci virt

« popsat agens zplsobujici atypické pneumonie, véetné
diagnostickych moznosti

e popsat viry spalnicek, priusnic a zardének

« popsat viry hepatitid, virus HIV a herpetické viry vcetné
moznych zdroju nakazy

« popsat metody ocCkovani do jednotlivych ¢asti kureciho
zarodku

e rozeznat bunécné kultury s pritomnosti CPE
« spravneé posoudit vysledky rdznych laboratornich
vysetreni
125/12
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