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Virologie icenic. s

Mgr. Lucie Jani€¢ek Hruba — janicekhrubal@vfu.cz

Mikrobiologie a parazitologie zvirat
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* Virus (z latinského ,virus“ — jed)
* Nebunécna ,neziva“ Castice
« Zavisly na hostitelské bunce — replikace = intracelularni parazit
« Bilkovinovy obal + NK — DNA x RNA viry

« Viditelny pouze v elektronovém mikroskopu

e 20-300 nm

« 20 nm - koronavirus

* 300 nm - paramixovirus




Zasady odbéru vzorku N

Typy vzorku (invazivni, neinvazivni)

krev, sekrety, exkrety, bioptat, stéry, vytéry, ¢asti organu (celé) post
mortem

0,2 — 10 g nebo ml vzorku
Ve spravnou dobu — v akutni fazi onemocnéni

v’

Pro spolehlivéjsi prukaz:
odebrat vice typu vzorku (vice typu tkani/ sekrety, exkrety)

Popis vzorku, anamnéza, vyplnéni zadanky

Ochrana pred kontaminaci

Sterilni nastroje, transportni médium, mrazici box




Zasady odbéru vzork N

* Transport
« Co nejdfive po odbéru (24h — 48h)
« Standardné pfi4 ° C
« Uchovavani
 DNA:-20° C
 RNA:-80° C
* Vtekutém dusiku: -196 ° C




Zasady odbéru vzork N

« Faze preanalyticka
* Priprava pacienta a odbérového materialu

 VIlastni odbér vzorku

« Transport, uchovavani
 Faze analyticka
« V laboratofi
« Pfiprava vzorku na stanoveni vysledk

* Faze postanalyticka

« Interpretace vysledku, odeslani vysledku, archivace




Stabilita viru ve vnéjSim prostiedi N

« Stabilita je ovlivnéna vlastnosti proteini a NK
* Inaktivace viru:

« Teplota: 55 -60 ° C/ 30 min
 pH: 5 -0 (acidostabilni - enteroviry, citlivé SLAK)

« UV aionizujici zareni

« Chemicka Cinidla - detergenty, aldehydy, chlornany, alkoholy




Prikaz viru N

* PFrimy priukaz = prtikaz viru, antigenu

|zolace NK

Molekularni biologické metody

« PCR - kvalitativni
« gPCR - kvantitativni

Sekvenovani

Izolace viru na bunécné kulture

Fluorescencni mikroskopie — virus vztekliny, atg se navaze v mozku
na protilatku = zareni



Polymerazova retezova reakce - PCR

* Metody zaloZzené na amplifikaci (zmnozeni) NK
* Princip podobny replikaci
 Komplementarita bazi

« PCR (1993 NC za chemii)

« Mastermix (nukleotidy, DNA polymeraza), primery, NK vzorku
« Termocykler — denaturace, annealing, extenze
« Elektroforéza
« gPCR
* Kolik tam je NK
* Real-time PCR

« Pouziti specifické sondy

* Vizualizace na PC monitoru — amplifikani kfivka




Polymerazova fetézova reakce - PCR i

Termocykler gPCR-lightcycler Vysledek gPCR
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Izolace viru na bunéénych kulturach N

« Bunecneé kultury — tvoreny izolovanymi bufikami
* Rostou v kultivacnich nadobach = Roux lahvich
* Roux lahve naplnény kultivacnim médiem
« Kultivace v termostatu — 37 ° C v atmosfére s 5 % CO2
« Rust v jedné vrstvé = monolayer
« Pouziti ve virologii:
« Virus se muze replikovat pouze v Zivych burikach

« |zolace viru byla dfive pouzivana na pokusnych zviratech

* Dnes nejvice vyuzivany bunécné kultury — izolace i identifikace viru




Kultivacni médium

e MEM = minimalni esencialni médium
* Poskytuje zdroj zivin

« Obsahuje pfesné mnozstvi soli, glukoézy, AMK, vitaminu, inzulinu,
transferinu, ristovych faktoru a fetalniho bovinniho séra

 FBS neobsahuje gamaglobuliny a jeho soucasti mohou byt virove
inhibitory -
« Ddlezita je hodnota pH - 7,4
« Pokud klesne pod 6,5 — zanik bunek

* Fenolova Cerven — indikator zmény pH
biosera

DMEM Low Glucose
w/ L-Glutamine, w/ 25mM Hepes
w/ Sodium Pyruvate
Sterile Filtered
Material  : LM-D1101/500
Batch : MS0080
\D number : MS00801006




Kultivace bunék a pasazovani N

« Pasazovani probiha ve sterilnim boxu — vSe, co jde do boxu
postrikat ethanolem

* Nutno bunky rozsadit, pokud prekryvaiji priblizné 80 % dna Roux
lahve

« Potfeba uvolnit adherentni buriky ze dna nadoby (i od sebe) do
media
« QOdstranéni starého média

« Aplikace EDTA (odstrani Mg2+ a Ca2+ ) + Trypsinu (CasteCné
natravi a odlepi buriky ode dna)

« Trypsinace se zastavi prfidanim nového séra nebo inhibitoru trypsinu

« Pulka smési se aplikuje do nové kultivaéni nadoby
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Cytopaticky efekt {?7
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« CPE = charakteristické morfologické zmény bunék po infekci
virem, jeho pomnozenim a naslednym rozpadem bunék

 Typy CPE

« Difuzni destrukce (Kalicivirus)

« Plaky (Herpesvirus)

* Syncytium (Respirovirus)

« Zakulaceni (Picornavirus)

« Zakulaceni a shlukovani (Adenovirus)

« Absence CPE (klasicky mor prasat, vzteklina)

 Nutno obarvit

* Inkluzni téliska — agregaty produktu virové replikace




Cytopaticky efekt felinniho kaliciviru
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Monolayer bunéc¢né linie CRFK Zacinajici CPE po 24h kultivace

CPE po 48h kultivace
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