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Viry

- lat. virus — ,Stava, jed“, v 1ékarské terminologii
Jinfekeéni Cinitel®

» 1676- Anton van Leeuwenhoek- prvni
pozorovani baktérii vlastnoru¢né vyrobenym
mikroskopem

1879 — 1882: prvni pokusny prenos virového
onemocneni- Adolf Mayer (mozaikova choroba
tabaku),

- Dimitrij Ivanovskij- filtrace viru

- Beijerinck-pouzit termin virus



» 1898: prvni pokusny prenos zivoc¢isného viru
(virus slintavky a kulhavky)

 1939: prvni elektronoptické snimKky viru
mozaikové choroby tabaku

* 40. léta 20. stoleti: mohutny rozvoj virologie



Elektronopticky snimek viru
mozaikové 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 nukleové kyseliny: bud RNA
nebo DNA

- nemnozi se délenim, ale syntézou svych slozek

- syntéza je zavisla na ribosomech hostitelské
bunky



Stavba virionu

virion = virova castice

- vnitini ¢ast — difen neboli nukleoid obsahuje
nukleovou kyselinu

- zevni cast — kapsida obsahuje bilkovinu

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

nukleokapsida muze byt uloZena ve virovém
obalu (obalené viry, napr. herpesviry)



A" Neobalené viry '

10~ 100nm =3

B Obalené viry
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1 — kapsida, 2 — nukleoid, 3 — protomera, 4 — nukleokapsida, 5 —
nukleokapsida s obalem, 6 — lipoproteinovy obal, 7 - glykoproteiny



Nukleova kyselina

- Typ a organizace virového genomu:

= RNA nebo DNA

o jednoretézcova nebo dvouretézcova

= segmentovana nebo nesegmentovana
s linearni nebo kruhova



Kapsida

- sestavena z bilkovinnych podjednotek neboli
protomer usporadanych symetricky

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

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

- kapsida s komplexni symetrii — napr. bicikaté fagy,
POXVITY
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1 — kapsida, 2 — nukleoid, 3 — protomera, 4 — nukleokapsida, 5 —
nukleokapsida s obalem, 6 — lipoproteinovy obal, 7 - glykoproteiny



Kubicka (ikosaedralni) symetrie

Komplexni symetrie




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

1 micron

Chiamydia

Pox wirus

Herpes virus

Influenza virus

Bacterium (Staphyllococcus
aureus)

Ficornavirus [polio)



Tridéni viru

a)
b)

C)
d)

e)

d

e charakteru genomu: RNA viry, DNA viry

d

e pritomnosti obalu: neobalené viry, obalené

viry

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

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

Dle vyvolavanych syndromi (klinicko-
epidemiologické rozdéleni): respiracni viry,
neuroviry, exantematické viry...



Reprodukce viru

1. Adsorpce (prilnuti) na vhimavou bunku
Receptory na povrchu bunék, tkanovy tropismus
Vazba na buniky, ve kterych se viry nemnozi -
erytrocyty- hemaglutinace

1. Penetrace (prinik) virionu do burky

2. Rozbaleni virionu- ztrata kapsidy a virového
obalu-uvolnéni nukleové kyseliny



Reprodukce viru

1. Replikace virového genomu- viru vyuzije
metabolismus hostitelské bunky k tvorbé
virovych bilkovin a NK

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

3. Uvolnéni novych virionu z bunky
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Bunecné zmeny pri virové infekci

» Cytocidni infekce- virova bunka odumira ke
konci cyklu mnozeni viru; enteroviry
(cytopaticky etekt viru)

» Necytocidni infekce- virova NK se mnozi
nezavisle, ale dostate¢né pomalu a nenarusuje
metabolismus hostitelské buniky; herpesviry



Prubéh a formy virovych nakaz

- Vstupni brana infekce: respiracni trakt, sliznice
GIT, kiize a podkozi, sliznice urogenitalniho
traktu, spojivka

- Sifeni viru- z butiky do buriky, pasivni Sifeni
krvi, lymfou, mozkomiSnim mokem, sekrety

» Vylucovani viru- viriony nebo infikované
rozpadajici se bunky



Prubéh a formy virovych nakaz

- infekce inaparentni (bezpriznakova)

- infekce manifestni:
= forma klinicka — vSechny typické priznaky
= forma abortivni — jen nekteré priznaky
= forma subklinickd — nespecifické priznaky

- infekce lokalni, systémova, generalizovana

» infekce akutni, chronicka:

infekce perzistentni - nejsou klinické priznaky,
virus lze prokazat

infekce latentni - nejsou klinické priznaky, virus
nelze prokazat



Diagnostika virovych infekci

1. Prima- , mikroskopie, tkanové kultury, prikaz
antigenu, nebo nukleové kyseliny viru

2. Neprima- prukaz protilatek



Primy prukaz viru

» Mikroskopicky prikaz- elektronovy mikroskop

- Izolace viru na tkanovych kulturach- péstovani
viru na kulturach bunék (opici ledviny)-
cytopaticky efekt
Viry nelze péstovat na béznych kultivacnich
pudach!



Primy prukaz viru

- Prukaz antigenu- imunofluorescence (respiracni
viry, herpetické viry), ELISA (HBsAg)

- Prikaz nukleové kyseliny viru- PCR



PCR (Polymerase Chain Reaction)

- polymerazova retézova reakce

- primy prikaz NK viru (bakterii, kvasinek,
paraziti)

- ruzné modifikace

 vvhody: vysoka specificita, rychlost, ATB nejsou
kontraindikaci vySetreni

- nevvhody: vysoka cena, pristrojové vybaveni,
riziko kontaminace




Princip PCR

- opakované cyKkly tri jednoduchych reakci:

> denaturace dvojsroubovice hledané DNA na dveé
izolovana vlakna (94 °C)

= annealing - pripojeni dvou kratkych syntetickych
nukleotidt (primery) na tato vlakna (54 — 65 °C)

> prodluzovani primeru v pritomnosti vhodnych
reakénich slozek a enzymu Tag-polymerasy za
vzniku dvou kopii hledané DNA (72 °C)



PCR - LightCycler (Roche)

v.€. 1403817
LTS




Serologicke reakce

Neprimy prukaz

rukaz protilatek




Serologickeé reakce

- Reakce mezi antigeny a protilatkami in vitro

- Srazliva krev, likvor, synovialni tekutina



Prehled serologickych metod

Precipitace
Aglutinace
Komplement fixa¢ni reakce (KFR)
Neutralizace
Reakce se znacenymi slozkami:
- imunofluorescence

- enzymova imunoanalyza
- Western blot (imunoblot)

o w b



Precipitace

- antigen koloidni povahy
- precipitacni neboli vlo¢kovaci testy na lues
VDRL, RRR, RPR

kardiolipin + protilatky v séru—— precipitace




Aglutinace

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

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

- prima, neprima (na nosic¢ich)- antigen je
navazan na povrch vhodné ¢astice (pasivni
hemaglutinace- TPHA)



Komplement fixacni reakce

v’ komplex antigen + hledana protilatka

v’ komplement

v'indikatorovy neboli hemolyticky systém
(berani erytrocyty senzibilizované kralici

protilétkoy \

zabrana hemolyzy hemolyza
pozitivni reakce negativni reakce



pozitivni

Komplement fixacni reakce
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Neutralizacni reakce

- protilatka brani biologickym Géinkiim antigenu
» ASLO — priikaz antistreptolyzinu O

pritomnost ASLO ve vySetrovaném séru

l

zabrana hemolyzy
pozitivni reakce



Neutraliza¢ni reakce - prukaz ASLO




Reakce se znacenymi s!ozEamll- M

Imunofluorescence

- jedna slozka znacena fluorescen¢nim barvivem,
prukaz pomoci fluorescenc¢niho mikroskopu

» prima — prukaz antigenu: T.pallidum
- neprima — prukaz protilatek: syfilis
anaplazmoéza, HHV6

Neprimé imunofluorescence
- protilatky proti T.pallidum



Reakce se znacenymi s'l__roz ami- !MH

enzymova imunoanalyza

- jedna slozka znaCena enzymem, ktery rozlozi
pridany substrat za vzniku barevného produktu

» Vysledek: barevna reakce

- Hodnoceni: méreni absorbance

« ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

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




Princip metody ELISA

e - S e

_*;c + substrate |




ELISA — prukaz HBsAg

Souprava pro vySetreni
metodou ELISA




Reakce se znacenymi slozkami -

Western blot

Antigen rozdéleny na jednotlivé polypeptidy
dle molekulové hmotnosti na nitrocelul6zovém
pasku

1. vazba hledanych protilatek ze séra na prislusné

antigenni frakce

2. pridani protilatky znacené enzymem

3. pridani substratu

4. vysledna reakce — barevny prouzek



Western blot T.pallidum IgG




Interpretace serologickych vysledku

- prukaz protilatek svéd¢i pro setkani s antigenem
(kdy ?), k diagnoze infekce vétSinou nestaci

- dynamika imunitni reakce:

setkani s antigenem 10dni  prukaz protilatek



Serologicky prukaz infekce

- vySetreni dvou vzorku séra: akutni na zacatku
onemocneéeni, rekonvalescentni za 10 az 14 dni

- prukazny nalez: ¢tyrnasobny vzestup titru nebo
serokonverze
- vzorky nutno vysetrit zaraz !

titr protilatek = nejvyssi redéni, v némz jeste
doslo k prokazatelné serologické reakci



- IgM — prvni protilatky, pretrvavaji tyden az
neékolik mésicu, svédci pro Cerstvou infekei

- IgA — pretrvavaji o néco déle, svédci pro
cerstvou nebo nedavnou infekci

» IgG — nejvyssi hladina mésic po zacatku
onemocneni, mohou pretrvavat roky

lgM “‘..._l". 7 = o lgG




Prevence a terapie virovych nakaz

- antivirova chemoterapeutika — antiherpetika,
antiretrovirotika, protichripkova
chemoterapeutika

- pasivni imunizace (podani imunoglobulinii) —
antirabické sérum, profylaxe hepatitidy A a B,
varicelly, cytomegalovirové infekce

» aktivni imunizace (ockovani)



Obrana proti infekci

- nespecificka - specificka
(vrozena, prirozena) (ziskana, adaptivni)

v'proti mnoha riznym v'proti konkrétnimu

patogenim patogenu
v'JiZ pr1 narozeni v'vyviji se postupné
v'pusobi okamzité v'nastup ucinku
v'probiha vzdy stejné pomalejsi

v'pri opakovaném
kontaktu vyraznéjsi



Nespecificka imunita

1. Bariéry viici usazeni a pruniku mikrobu: kiize,
ochranné reflexy, béZna mikroflora

2. Vnitrni mechanismy nespecifické imunity

(bunécné- fagocytoza, humoralni-

komplement, cytokiny)

Horecka

4. Zaneéet

@



Bariéry proti usazeni a pruniku
mikrobu

- KiiZze: pro mikroby neprostupna (vyjimka
leptospiry, papilomaviry, larvy parazitii)
- Sliznice: hlen, sliny, slzy, obména bunék

» Ochranné funkce a reflexy: kychani, kasel,
zvraceni, zrychlena strevni peristaltika, mrkani

« Normalni mikroflora: brani usidleni
patogennich mikrobu




Vnitrni mechanismy nespecificke

imunity / \

Bunécn Humoralni
v fagocyty v’komplementovy systém
v'NK bunky v'interferony
v eosinofily ... v cytokiny, proteiny akutni

faze...



- Pohlcovani a likvidace cizorodych castic

FagOcyty neutrofil
 Neutrofily (polymorfonukleary) — proti

puvodcium hnisavych infekei (vétSina bakterii)
« Makrotagy — proti intracelularne se mnozicim
agens (intracelularni bakterie, viry)
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Fagocytoza

1. Chemotaxe
pohyb fagocytu smeérem k mistu infekce; chemotaxiny:
Csa, C3a, IL-8, bakterialni ohgopeptldy

2. Adherence

]farlchycem cizorode latky na povrch fagocytu;
agocytarni lektiny, nespecifické opsoniny (C3b)
specifické opsoniny (protilatky)

3. Vlastni pohlceni
fagosom-fagolysozom
4. Nitrobunécné niceni

enzymy, laktoterin, bazické proteiny, reaktivni
kyslikové metabohty




Komplementovy systém

» systém bilkovin pritomnych v krevnim séru C1 —
Co (fragmenty a, b)

» kaskadovy jev — produkt jedné reakce katalyzuje
dalsi reakci

» aktivace klasickou, alternativni a lektinovou
drahou

- Vyznam: chemotaxe (C5a, C3a), opsonizace
(C3b), Iyza bunék (membranovy ito¢ny komplex
C56789)




KLASICKA CESTA ALTERNATIVNI CESTA LEKTINOVA CESTA
imunokomplexy, CRP, lgA-, lgE-agregaty, LPS, oligosacharidy
lgG- nebo lgM-agregaty polysacharidy, viry,

bakterie, paraziti

C3 (H,0)

C4b, 2b, 3b C3b,,, Bb

Sagea

\4
C5b
c6
c8

CT
C9 tvorba MAC

Cab, 6,7, 8, 9n

CYTOLYZA



Mechanismy nespecificke imunity

- Horecka: exogenni pyrogeny (mikrobialni
produkty) > endogenni pyrogeny
(interleukiny, makrofagovy zanétlivy protein)

|

o Zanét




Specificka imunita

Humoralni

v'T lymfocyty v'B lymfocyty
v protilatky



T lymfocyty
» kmenové bunky z kostni drené

-@— dozravani v thymu

v cytotoxické T bunky (Tc) — zabijeji antigenné
zménéné bunky (bunky infikované viry)

v'pomocné T bunky (Th) - produkuji cytokiny, Thi
(aktivace makrofagty, intracelularni patogeny), Th2
(aktivace B bunék, extracelularni patogeny)

v'supresorove T bunky (Ts) — tlumi imunitni reakci




B lymfocyty

-— u ptaki dozravani ve Fabriciove burse, u
savcu v kostni dreni (bone marrow)

* lymfocyty B —— plazmatické bunky ’@ ¢
y
}?‘:&- 2
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produkce protilatek(imunoglobulinii)
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Protilatky

» imunoglobuliny =
A ' £ Ny’ lehky
schopneé specificky se o NGy e
vazat na antigen
- tvoreny
plazmatickymi i

bunkami

(plazmocyty) atzod |
- tfidy imunoglobulinii: |

IgG, IgM, IgA, IgD,

Igk

wp.+ vazebne misto
/'/ pro antigen
NH;'

o _ konstantni
oblast




Vyznam protilatek

- IgG: opsonizace, neutralizace toxint a vird,
aktivace komplementu klasickou drahou,
prestup pres placentu

- IgM: zacatek imunitni reakce, aktivace
komplementu klasickou drahou

 IgA: slizni¢ni imunita
 IgE: ochrana proti parazitim
- IgD: receptor B bunék pro prislusny antigen



Imunizace

= proces vedouci ke vzniku imunity

prirozena uméla



Imunizace pfirozena aktivni Imunizace pfirozena pasivni
— po infekci — transplacentarni

7

-
‘?O X
Natural Natural
<>
/ / Acquired Acquired \\
Imunizace uméla aktivni Imunizace uméla pasivni —

— po oCkovani po podani imunoglobulinu



Imunizace aktivni

 Vakciny:
1. Zivé oslabené (TBC)

2. Inaktivované (celobunécné, subjednotkové,
polysacharidové, anatoxiny)

3. Rekombinantni (VHB)



- Dotazy k prezentaci:
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