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Viry

- Virologie= védni obor zabyvajici se studiem viru
- 1676- Anton van Leeuwenhoek- prvni pozorovani

baktérii vlastnoru¢né vyrobenym mikroskopem

- 1879 — 1882: prvni pokusny prenos viroveho
onemocneni- Adolf Mayer (mozaikova choroba

tabaku)

- 1892: Dmitrij lvanovskij, filtrace viru

- 1898: prvni pokusny prenos zivoCiSného viru (virus
slintavky a kulhavky)

- 1939: prvni elektronoptické snimky viru mozaikove
choroby tabaku

- 40. leta 20. stoleti: mohutny rozvoj virologie




Elektronopticky snimek viru
mozaikoveé choroby tabaku

Mozaikova choroba tabaku
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Schéma viru mozaikové choroby tabaku




Povaha viru

- Viry nejsou organizovany jako bunky, ale jako
castice (podbunécné organismy)

- obsahuji jediny typ nukleove kyseliny: bud RNA
nebo DNA

- nemnozi se delenim, ale syntézou svych slozek

- syntéza je zavisla na ribosomech hostitelske
bunky

i 0@
=
%Qa



Stavba virionu

virion = virova Castice

- vnitrni ¢ast — dren neboli nukleoid obsahuje nukleovou
Kyselinu

- zevni Cast — kapsida obsahuje bilkovinu, je sestavena z
bilkovinnych podjednotek (protomer) usporadanych
symetricky

- kapsida s kubickou (ikosaedralni) symetrii — tvar
dvacetisténu (napr. herpesviry, adenoviry)

- kapsida se spiralni (helikalni) symetrii — tvar valce
(napf. orthomyxoviry)

- kapsida s komplexni symetrii — napr. biCikaté fagy,
poxviry
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Stavba virionu

- nukleoid + kapsida = nukleokapsida (neobalené
viry, napr. pikornaviry, adenoviry)

- nukleokapsida muze byt ulozena ve virovém
obalu (obalené viry, napf. herpesviry)




1 — kapsida, 2 — nukleoid, 3 — protomera, 4 — nukleokapsida, 5 — ‘)
nukleokapsida s obalem, 6 — lipoproteinovy obal, 7 - glykoprotein ﬁg




Velikost virt: 20 nm (pikornaviry) — 300 nm (poxviry)

1 micron

Chiamydia

Pox virus

Herpes virus

Influenza virus

Bacterium (Staphyllococeus
aureus)

Picornawirus [polio)
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Trideni viru

a) dle charakteru genomu: RNA viry, DNA viry
b) dle pritomnosti obalu: neobalene viry, obalenée viry

c) dle symetrie kapsidy: viry s kubickou symetrii,
spiralni symetrii, komplexni symetrii

d) dle povahy hostitele: viry bakterii (bakteriofagy),
kvasinek, prvoku, rostlin, hmyzu, obratlovcu

e) Dle vyvolavanych syndromu (klinicko-
epidemiologickeé rozdéleni): respiracni viry,
neuroviry, exantematicke viry...




Reprodukce viru

1. Adsorpce (pfilnuti) na vnimavou bunku
Receptory na povrchu bunek, tkanovy tropismus
2. Penetrace (prunik) virionu do buriky

3. Rozbaleni virionu- ztrata kapsidy a viroveho
obalu-uvolnéni nukleové kyseliny (svlekani

viru)

i 0@
=
%Qa



Reprodukce viru

4. Replikace virového genomu- virus vyuzije
metabolismus hostitelské bunky k tvorbe
virovych bilkovin a NK (faze eklipsy)

5. Maturace (dozravani) virionu- organizace
virovych bilkovin kolem NK viru, tvorba kapsidy

6. Uvolnéni novych virionu z buiky

i 0@
=
%Qa




adsorpce _@_
\

penetrace

transkripce replikace

translace

|
| .
s
e
il
ﬂlm
HHHII
maturace

—m‘ uvolnéni




L
Bunecné zmeny pri viroveé infekci

- Cytocidni infekce- hostitelska bunka odumira ke
konci cyklu mnozeni viru; enteroviry (cytopaticky
efekt viru)

- Necytocidni infekce- virova NK se mnozi
nezavisle, ale dostateCné pomalu a nenarusuje
metabolismus hostitelske bunky; herpesviry




Prubéh a formy virovych nakaz

- VVstupni brana infekce: respiracni trakt, sliznice
GIT, kuze a podkozi, sliznice urogenitalniho
traktu, spojivka

- Sifeni viru- z bufiky do buriky, pasivni Sifeni krvi,
lymfou, mozkomisnim mokem, sekrety

- VVyluCovani viru- viriony nebo infikované
rozpadajici se bunky




Prubéh a formy virovych nakaz

- infekce inaparentni (bezpriznakova)

- infekce manifestni:
- forma klinicka — vSechny typickeé priznaky
- forma abortivni — jen nékteré priznaky
- forma subklinicka — nespecifické pfiznaky

- infekce lokalni, systémova, generalizovana
- infekce akutni, chronicka:

infekce perzistentni - nejsou klinické priznaky,
virus lze prokazat

infekce latentni - nejsou klinickeé priznaky, virus
nelze prokazat
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Diagnostika virovych infekci

1. Pfima- mikroskopie, tkanové kultury, prukaz
antigenu nebo nukleove kyseliny viru

2. Nepfima- prukaz protilatek
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Primy prukaz viru

1. Mikroskopicky prukaz- elektronovy mikroskop

2. lzolace viru na tkanovych kulturach- pestovani
viru na kulturach bunek (opicCi ledviny)-
cytopaticky efekt
Viry nelze pestovat na beznych kultivacnich
pudach!

3. Prukaz antigenu- imunofluorescence
(respiracni viry, herpeticke viry), ELISA
(HBsAQ)

4. Prukaz nukleové kyseliny viru- PCR
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PCR (Polymerase Chain Reaction)

- polymerazova retézova reakce
- pfimy prukaz NK viru
- ruzné modifikace

- vvyhody: vysoka specificita, rychlost, ATB nejsou
kontraindikaci vysetreni

- nevyhody: vysoka cena, pristrojove vybaveni,
riziko kontaminace
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Princip PCR

- opakované cykly tri jednoduchych reakci:

- denaturace dvojsroubovice hledané DNA na
dve izolovana vlakna (94 °C)

- annealing - pripojeni dvou kratkych syntetickych
nukleotidu (primery) na tato viakna (54 — 65 °C)
- prodluzovani primeru v pfitomnosti vhodnych

reakcCnich slozek a enzymu Tag-polymerasy za
vzniku dvou kopii hledané DNA (72 °C)
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Figure 1: Schematic diagram of the PCR reaction
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DNA strands splits

number of copies of the template DNA
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primers bind to 25 cycles of heating and cooling Taqg DNA Polymerase extends
complimentary build up over a million copies complimentary DNA strands,

DNA strands of the original DNA template starting from the primers




Serologicke reakce

Nepfrimy prukaz

rukaz protilatek




Prehled serologickych metod

Precipitace

Aglutinace

Komplement fixacni reakce (KFR)
Neutralizace

Reakce se znacenymi slozkami:
- imunofluorescence
- enzymova imunoanalyza
- Western blot (imunoblot)
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Precipitace
- antigen koloidni povahy

- precipitacni neboli vloCkovaci testy na lues
VDRL, RRR, RPR

kardiolipin + protilatky v seru —— precipitace




Aglutinace

- antigen korpuskularni povahy
- antigen + hledana protilatka — viditelny shluk
(aglutinat)

- prukaz protilatek u salmoneldzy (Widalova
reakce), yersiniozy, listeriozy, tularémie

- prima, neprima (na nosicich)- antigen je navazan
na povrch vhodné Castice (pasivni
hemaglutinace- TPHA)
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Komplement fixacni reakce

v komplex antigen + hledana protilatka
vkomplement

vindikatorovy neboli hemolyticky systém (berani
erytrocyty senzibilizovanée kraliCi protilatkou)

7N

zabrana hemolyzy hemolyza
pozitivni reakce negativni reakce
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Komplement fixaCni reakce
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Neutralizacni reakce

- protilatka brani biologickym ucinkum antigenu
- ASLO - prukaz antistreptolyzinu O

pritomnost ASLO ve vysetrovanem séru

zabrana hemolyzy
pozitivni reakce




Neutralizacni reakce - prukaz ASLO




Reakce se znacenymi slozkami-
Imunofluorescence

jedna slozka znacena fluorescencnim barvivem,
prukaz pomoci fluorescenéniho mikroskopu

prima — prukaz antigenu: T.pallidum

neprima — prukaz protilatek: syfilis, anaplazmoza,
HHVG

Neprima imunofluorescence
- protilatky proti T.pallidum
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Reakce se znacenymi slozkami-
enzymova imunoanalyza

- Jedna slozka znaCena enzymem, ktery rozlozi
pridany substrat za vzniku barevneho produktu

- Vysledek: barevna reakce

- Hodnoceni: mereni absorbance

- ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

- prukaz antigenu: HBsAg, respiracni viry, chlamydie
- prukaz protilatek: univerzalni pouziti
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Princip metody ELISA

+ substrate

XX




ELISA — prukaz HBsAg

Souprava pro vySetreni
metodou ELISA




Reakce se znacenymi slozkami -

Western blot

Antigen rozdéleny na jednotlivé polypeptidy dle
molekulové hmotnosti na nitrocelulé6zovém
pasku

1. vazba hledanych protilatek ze séra na prislusne

antigenni frakce

2. pridani protilatky znacené enzymem

3. prfidani substratu

4. vysledna reakce — barevny prouzek




Western blot T.pallidum IgG




Interpretace serologickych vysledku

- prukaz protilatek svédcCi pro setkani s antigenem
(kdy ?), k diagnoze infekce vétsinou nestaci

- dynamika imunitni reakce:

10 dni

setkani s antigenem -prukaz protilatek
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Serologicky prukaz infekce

- vySetfeni dvou vzorku séra: akutni na zacatku
onemochéni, rekonvalescentni za 10 az 14 dni

- prukazny nalez: Ctyfnasobny vzestup titru nebo
serokonverze

- vzorky nutno vysetrit zaraz !

titr protilatek = nejvyssi redeni, v nemz jeste
doslo k prokazatelné serologicke reakci
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- IlgM — prvni protilatky, pretrvavaji tyden az nekolik
meésicu, sveédci pro Cerstvou infekci

- lgA — pretrvavaji o neco dele, svedci pro Cerstvou
nebo nedavnou infekci

- 1gG — nejvyssi hladina mesic po zacatku

I 4

onemocneni, mohou pretrvavat roky

M -1 1gG




Virologie- shrnuti

- Virion

- Stavba virionu

- Reprodukce viru

- Prubéh a formy virovych infekci

- Diagnostika virovych onemocneéni:
Prima
Neprima
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