Zaklady virologické diagnostiky
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1. Stupen biologické ochrany — Biosafety level 1 (BSL1) — je ur€en pro praci s malo
infek&nimi a nebezpe&nymi plvodci infekénich onemocnéni, mezi které patfi
prevazné baktérie napfiklad Salmonella a mnohé ostatni enterobakterie,
Stafylokoky a Streptokoky, Pneumokoky

pouze ochranné odévy (bézné bilé plasté) a ochranné rukavice

Podobnymi laboratofemi disponuje kazda nemocnice.
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Pracovnici na této urovni pouzivaji vzdy ochranné odévy a rukavice, doplnéné
o prostfedky pokrocilé ochrany — o respiracni filtry, obliCejové Stity a jiné.
Laboratofe na BSL2 vyZaduji pro manipulaci s infekénimi plvodci specielni
pristrojové vybaveni napfiklad boxy s laminarnim proudénim vzduchu
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Biosafety level 3 (BSL3) — je ur€en pro rutinni manipulaci s nebezpeénymi puvodci nakaz.
ProtozZe proti témto plivodcum mnohdy neexistuje ucinna lé¢ba je vyZzadovano
mnohonasobné o¢kovani. Mezi puvodce zafazené na BSL 3 patfi virus HIV, virus klistové
encefalitidy &i bakterialni ptvodci tyfu a anthraxu.

Ochranné prostfedky na urovni BSL3 jsou rozSifeny na kompletni ochranné kombinézy s
kapuci doplnéné pasivni respiracni pristroj pracujici na podobném principu jako plynové
masky (vzduch prochazi specialnim tzv. HEPA filtrem, ktery zachyti infekéni pavodce a
propusti jen vzduch).
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Biosafety level 4 (BSL4) — je ur€en pro specielni manipulaci s vysoce infekénimi pivodci
onemocneéni proti nimz neexistuje ucinna lécba ani oCkovani. Sem fadime napfiklad virus
Eboly, virus Lassa, virus SARS, hantaviry, ruské kmeny viru kliStové encefalitidy a mnohé
ostatni pfevazné virové plvodce

Ochranné prostifedky na téchto urovnich spocivaiji v pouziti specialnich skafandru
(kompletnich hermeticky uzavienych oblekud) s viastnim ob&éhem kysliku pochazejiciho bud
z centralniho rozvodu, nebo aktivniho respiracniho pfistroje. Trojnasobna vrstva rukavic.
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Kdy je laboratorni virologicka diagnostika nutna nebo prinosna?

. U onemocnéni, u kterych jsou dostupna vhodna chemoterapeutika
(nejen cilena antivirotika, ale tfeba i interferon, hyperimunni séra apod.)

. Spravna diagnostika nékterych chorob vede k upravé rezimu pacienta a
prognoze

3. Protiepidemicka opatreni

. Sledovani virovych onemocnéni — vyskyt, Sifeni, epidemiologie



Onemocnéni

Odebrané vzorky

Respira¢ni infekce

Gastrointestinalni infekce

Méchyrkovita vyrazka

Hepatitida
CNS infekce

AIDS

Vytéry z krku nebo nosu

Postnasalni vyplachy

Stolice

Vesikularni tekutina, vytér

z krku, stolice
Sérum, stolice

Mozkomisni mok, vytér

z krku, stolice

Nesrazliva krev




Zdravotni ustav se sidlem v Ostravé

Odbor mikrobiologie a parazitologie Ostrava
Partyzinské nimésti 7, 702 00 Ostrava, Www.zuova.cz
Pracoviité j je aleditovino CIA dle normy CSN EN ISO 15189
jako zdravotnickd laboratof Eslo 8014

Cislo vysetfeni: (nevypliuite)

Zdravotni tstav se sidlem v Ostravé
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ZADANKA O VIROLOGICKE VYSETRENI

Odbér a zasildni biologického materidlu

L0747,
i
) tel: 596 2000111,

*
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1C7: 91

Vysetfeni provede

VIROLOGICKE ODDELENT

fax: 596 118 661

866 000 M 8014

Typ vzorku
(biologicky materidl)

Doporuceni
sterilni odbérovi
souprava

Teplota aschovy do
transportu

Maximilni doba a
teplota transportu

Vysetieni

PACIENT: Prijmeni, jméno:
Rodné ¢islo:

[‘t}'Li]i@'-LC':

Vzorel

(specifikovat):

Datum odbéru, éas (hh.mm):

Kod pojistoviy:

_ Kod diagndey: _ _ _ _

Diagnoza nebo pfiznaky onemocnéni:

Zacitek onemocnéni:

srazlivi krev na
serologické vysetieni

sklenénd zkumavka
nebo komeréni
souprava pro odbér

po odbéru
18 -25°C 2 hod,,

2-8°Cdo2dni,
18 - 25°C lze az do

(sérologicka vysetieni)

Piimy pru.kaz agens - kultivace, elektronova m].kroskople, priikaz antigenii, genomu

o [ bokys:

[ Kultivaéni prikaz virl (veskery materidl) na:

Lkdhn\'\"ch kLIllLIl.i\'h k. em m\ 1, xm mysi
ik

[ Rotaviry (stolice)

O Adenoviry (stolice)

[ Noroviry (stolice)

[0 Astroviry (stolice)

[ Respiracni viry (vflér z nosohltanu)

O p24 HIV-1 - antigenemie + a-HIV-1, 2 (krev- sérum)

0
0
0

1yelia trachomatis (hybridizace DNA) a

o gonorrhoeae (hybridizace DNA)
(spec. vytér z cervixu nebo uretry, ev. spojivky)

O Papillomaviry (HPV) (hybridizace DNA)
(spec. vyLér z cervixu)

O Cytomegalovirus (DNA-PCR)

O Herpes .\Jmplu\ v. typ 1, 2 (DNA-PCR)

O Epsteina - Barrové v. (DNA-PCR)

O Varicella - zoster v. (DNA-PCR)

Ok nteroviry (R‘\\ PCR)

ae (DNA-PCR)
ae (DNA-PCR)

B palk 2 - 8°C 12 hod.
srazlivé krve pe
vytér suchym dakron virologické
lamponem z nosu, odbérové/transportni a9 2-8°C izolacni pokus,
nosohltanu, médium ve zkumavce do 24 hod. pritkaz antigent
spojivky a j. s gumoveu zatkou
stolice zkumavka nebo 2 - 8°C do 24hod izolacni pokus,
a1 om? nadobka s tésnym -8°C
cea bem uzdvérem 8 - 25°C do 12hod. pritkaz antigent
zkumavka nebo o
. : A . 2-8°C izolacni pokus,
likvor nadobka s tésnym -8°C achly

uzaverem

do 24 hod.

vysetieni protilitek

mo¢ doplnit po rysku
(cca 4ml moci)

odbérové/transportni
médium na moc ve
zkumavce

2-8C

do 12 hod.

izolacni pokus
{na CMV)

vylér z uretry
nebo ze spojivky
na chlamydie
a gonokoky

souprava Gen-Probe:
tamponek pro
vytér z uretry nebo
z konjunktivy
a transportni médium

2-25%

pritkaz genomu
genovou sondou
(specif. DNA)

Priikaz protilitek - sérologicka

vysetfeni (krev - sérum, likvor)

[ Respiracni agens (Influenza v. A, B, Parainfl. vv.,
Adenoviry, R 15, Mycop

[ Herpeticke vir IV, EBV, HSV, VZV)

O Cytomegalovirus V)

[ Epsteina - Barrové v. (EBV)

[0 Herpes simplex v. (HSV)

[ Varicella-zoster v. (VZV)

[ Herpes hominis v. typ 6 (HHV-6) {6. nemoc)

[ Parvovirus B-19 (5. nemoc)

[ Morbilli v. (1. nemoc)

[ Rubeola v. (3. nemoc)

[ Parotitis v.

[ Enteroviry, Coxsackie vv. B1-6

O Klistova encefalitis v. (TBE)

O Dengue v. (DEN)

[ West Nile v. (WN)

O Zlutd zimnice v. (YE)

O Japonska B encefalitis v. (TBE)

O Chikungunya v. (CHIK)

| [\ miocvtarni th‘ll\W'l'LLJ'lJJ'l"Jll\ v. (LCM)

[ Hantanviry

OO HIV-1, HIV-2 (AIDS) {vySetfeni i na antigen p24 HIV-1)

1 Chlamydie - rod. \pLLLJ (hu diferenciace druht)
druh. specif. (C. frachomatis, C. pneumoniae)

O Chlamydie - LIJuh specif., vys. Western Blot

O Coxiella burneti (- h\\Juk 1)

vylér z cervixu na
a) chlamydie a
gllll(ik(ﬁk}'
b) papillomaviry

souprava Digene:
Cervical Sampler
(pro téhotné
dakronovy tampon)
a transportni médium

do 7 dnit
2-25%
do 7 dnit

prikaz genomu
genovou sondou
(specif. DNA)

nesrdilivi krev
(proPCR s EDTA,
bez heparinu!)

komeréni souprava

pro odbér nesrazlive
krve

(pro PCR s EDTA!)

- B7C

2-8"Cdo 24 hod

izola¢ni pokus
pritkaz antigenfi

2-8°C do 48 hod

bez chlazeni do 12 hod.

pritkaz genomu - PCR
(specil. DNA, RNA)

vytér suchym dakron
tamponem a dalsi
jiny materidl na PCR

v prizdné zkumavce
(nebo s virologickym
odbérovym/transport
médiem) s gumovou

- B7C

2-8°C do 48 hod

bez chlazenido 12 hod

prikaz genomu - PCR
(specil. DNA, RNA)

[ Enteroviry 0 zitkou

0 ]

m] ] Odbérové soupravy a zadanky (kromé souprav pro odbér krve) vyda na pozadani virologické oddéleni zdarma
Vysetreni pozaduje: Razitko s adresou a podpis lékafe: TELEFON: 596 200 111 (ustiedna Zdravolniho iistavu se sidlem v Ostravé) automatické linky:
ICP:

Odbornost:
Telefon:
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Alena HLADIKOVA, vedouci laborantka virologického oddéleni
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Metody diagnostiky virovych infekci

a. Prima detekce (obvykle kultivace v bunecnych kulturach — izolace viru;
elektronova mikroskopie, imunofluorescence, PCR)

b. Nepfima — serologické metody — identifikace a kvantifikace specifickych
protilatek v séru pacienta

Oba zpusoby pfinaseji znacné nevyhody — v prvnim pripadé pracnost,
nakladnost a Casova narocnost (kromé PCR), ve druhém mala vypovidaci
hodnota a spolehlivost



kultivace na TK

kureci embrya

pokus na zvireti
elektronova mikroskopie

svetelna mikroskopie,
imunofluorescence

hemaglutinace
hemadsorpce
ELISA

latexova aglutinace
prukaz virové NK

ELISA
komplement-fixacni test
virus-neutralizacni test
inhibice hemaglutinace
imunoblotting



* kultivace na TK
» kufeci embrya

* pokus na zvireti
 elektronova mikroskopie

» svételna mikroskopie,
imunofluorescence

* hemaglutinace
 hemadsorpce
 ELISA

 latexova aglutinace
» prukaz virové NK

« ELISA

« komplement-fixaCni test
* virus-neutralizacni test
* inhibice hemaglutinace
* imunoblotting




Kultivacni metody

* Kultivace na bunecnych (tkanovych)
kulturach (TK) — pouzitelne jen pro nektere
viry

— Klasicka s cytopatickym efektem (dlouha
doba vysetreni az 4 tydny)

— Zrychlena s prukazem virovych antigenu
imunohistochemicky (cca 2 — 4 dny)

 Kultivace na kurecim embryu — pouzitelné
jen pro nektere viry

 Pokus na zvireti — na konkrétnim vhodném
zvireti Ize kultivovat vétsinu viru



Bunecné kultury

-1949 — poprvé pozorovano, ze poliovirus se mnozi v kultufe bunék
za produkce charakteristickych histologickych zmeén

-Prace za aseptickych podminek (presto Casté problémy s
kontaminacemi bakteriemi, mykoplasmaty, kvasinkami Ci houbami)

-Bunécéné kultury poslouzily k objevu Fady novych virt a virovych
Celedi (napf. adenovird, echoviru, rhinovirtl apod.)

-Cenna pomucka pfi diagnostice virovych onemocnéni €i pro vyvoj
vakcin (détska obrna, spalniCky, zardénky)




Virova infekce v bunécné kulture

Normalni TK — mikroskop.

25

Mnozeni viru — mikroskop.

p Al
-

Ztrata integrity vrstvy




Rychl¢ kultivacni vySetfeni

Pi1 téchto rychlych techmikach Ize v TK nalézt virove
antigeny j1z za 2-4 dny. Dobrym piikladem je CMV DEAFF
(detection of early antigen fluorescent foci):

Tkanova kultura roste v mediu v plastové lahvi lahvi na
krycim sklicku.
Po mokulaci se lahvi pro urychleni adsorpce viru hodinu

pomalu kyve a lahev se pak inkubuje 2-4 dny.

Sklicko se pak vynda a imunofluorescencni metodou se
bunkach TK hledaji ¢asné virové antigeny CMV.

Fig. 2. CkY centrifugation culture
fiwed and stained 16 hrs after
inoculation showing wiral proteins
in nuclel of infected human
fibroblast cells



 kultivace na TK
« kureci embrya
* pokus na zvireti

 elektronova mikroskopie

» svételna mikroskopie,
imunofluorescence

* hemaglutinace
 hemadsorpce
 ELISA

 latexova aglutinace
» prukaz virové NK

« ELISA

« komplement-fixaCni test
* virus-neutralizacni test
* inhibice hemaglutinace
* imunoblotting




Amniotic cavity

Shelt\/ \/Shell membrane

Albumin = ;
\\ A0 T z
feas : \ Amniotic inoculation
- 5 ' S Yolk sac inoculation
Allantoic A = =
Allantoic inoculation

cavity

Yolk sac

Chorioallantoic
membrane

Herpes simplex virus
Chorioallantoic membrane inoculation | Poxvirus
Rous sarcoma virus

Influenza virus
Mumps virus

Herpes simplex virus
Influenza virus

Mumps virus
Newcastle disease virus

Avian adenovirus




- chripka

Produkce velkeého mnozstvi viru pro
kcin
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 kultivace na TK
» kureci embrya

* pokus na zvireti

 elektronova mikroskopie

» svételna mikroskopie,
imunofluorescence

* hemaglutinace
 hemadsorpce
 ELISA

 latexova aglutinace
» prukaz virové NK

« ELISA

« komplement-fixaCni test
* virus-neutralizacni test
* inhibice hemaglutinace
* imunoblotting




Laboratorni zvirata

-Laboratorni mysi, potkani, morcCata, primati

-Nutno pracovat na zaklade zvlastniho povoleni,
pouze pracovnici se zvlastni kvalifikaci

-Zvlastnimi pravnimi predpisy a vyhlaskami
stanoveno, jaké maji mit osvétleni, hladina hluku,
denni rezim, potrava (i zastoupeni jednotlivych
vyzivovych latek), velikost chovnych nadob,
zpUsob nakladani...




« kultivace na TK
» kureci embrya
* pokus na zvireti

» elektronova mikroskopie

» svételna mikroskopie,
imunofluorescence

* hemaglutinace

 hemadsorpce

 ELISA

 latexova aglutinace

» prukaz virové NK

« ELISA

« komplement-fixaCni test
* virus-neutralizacni test
* inhibice hemaglutinace
* imunoblotting




Elektronova mikroskopie

Pro uspésnou vizualizaci musi byt ve vzorku alespon 10° virovych
partikuli v 1 ml. Pouzité zveétseni byva 50,000 - 60,000x. Viry lze
prokazat v téchto typech vzorku:

Stolice rotaviry, adenoviry
viry skupiny Norwalk

astroviry, kaliciviry

Tekutina z puchyriu HSV
VZV

Kozni seskrab papillomaviry, orf virus,

virus molluscum contagiosum



Elektronova mikroskopie

Microscopic
glass slide

Figure 3. Three methods for efficient collection of vesicular and blister
fluids for diagnostic electron microscopy. A. The contents of a vesicle
are collected into the barrel of a needle. B. After the blister is opened,
a coated electron microscope grid is touched to the fluid and air-dried
{direct electron microscopy). C. A glass microscope slide is touched
directly to an unroofed lesion and a smear prepared. Samples are then
placed in rigid containers for transport to the electron microscopy labo-
ratory.

Hlavni nevyhoda spociva v nizke citlivosti
detekce, nakladnosti. Nutna znac¢na
zkusenost s rozliSenim virovych Castic od
jinych Casti bunék Ci artefaktu.



A

Positive Contrast

2 2ERIAL

Elektronova mikroskopie

Negative Contrast

v AV

L' 4

Odbér primdrnich vzorki pro elektronovou mikroskopii

Primarni vzorek

Zpusob odbéru

moc¢, likvor, BAL,
serum, plazma,

odbér vzorku do sterilnich zkumavek nebo|
transportnich nadobek s pevnym uzavérem.

vezikularni Min. mnozstvi kapalnych vzorku je 0.2 ml,
tekutina, max. 2 mil

nazofaryngealni

vytér |
stolice odbér vzorku do sterilnich zkumavek nebo

transportnich nadobek s pevnym uzavérem.
Vzorek o velikosti liskového ofisku nebo max.
2mi

krusty, biopsie,
autopsie

odbér vzorku do sterilnich zkumavek nebo |
transportnich nadobek s pevnym uzavérem.
Vzorky o velikosti 5 mm?




Imunoelektronova mikroskopie

Na protilatky navazany castecCky
koloidniho zlata; mozno soucasna
detekce vice patogenul — pouZziji se
kulicky razné velikosti.

Imunoelektronova mikroskopie
vykazuje mnohem vyssi citlivost v
porovnani s klasickou elektronovou
mikroskopii; v diagnostice se vsak
obvykle nepouziva.




kultivace na TK

kureci embrya

pokus na zvireti
elektronova mikroskopie

svételna mikroskopie,
imunofluorescence

hemaglutinace
hemadsorpce
ELISA

latexova aglutinace
prukaz virové NK

ELISA
komplement-fixacni test
virus-neutralizacni test
inhibice hemaglutinace
imunoblotting



« Svételna mikroskopie

—Normalni histopatologie

* Prukaz intracytoplazmatickych inkluzi
v bézne barveném preparatu

—Prukaz viru imunohistochemicky
« Je potreba specificka znacena

protilatka




Imunofluorescence

Prakaz pfitomnosti viru v klinickém materialu nebo v bunééné kulture

inokulované pacientskym vzorkem. — e

_- -i— Anti-mouse Ab

hdmﬂtnr
Virus-specific Ab —p=- II \ H:.'ﬁ:; :g:;: Ab

Viral antigen Viral antigen



* Prokazovat lze virovy antigen
—Ve tkani — imunohistochemie
—V séru — ELISA na prukaz Ag
-V likvoru — ELISA na prukaz Ag
—V sputu - prima imunofluorescence
—\Ve vytérech — prfima imunofluorescence
—V moci — prima imunofluorescence
—Ve stolici — latexova aglutinace



Imunofluorescence

* Protilatkou znac¢enou fluorescencni barvou

— Na rozdil od ELISA se da pouzit i v klinickych
materialech pevnéjsi konzistence (sputum, hlen...)

@g (jiny VHD@Q. (bez viru)




 kultivace na TK

» kureci embrya

* pokus na zvireti
 elektronova mikroskopie

» svetelna mikroskopie,
imunofluorescence

 hemaglutinace
 hemadsorpce
 ELISA

 latexova aglutinace

» prukaz virové NK

« ELISA

« komplement-fixaCni test
* virus-neutralizacni test
* inhibice hemaglutinace
* imunoblotting




Mavirus Virus Virus Dilution Hemagluunaéni teSty

1:2

000000
000000

O
o
O
O
O
O

aspect du
fond du tube

résultat positif résultat négatif




* Prokazujeme pritomnost jednoho nebo
uzke palety agens reakci antigen —
protilatka

« Casové i technicky nenaroéné — spole&né
se sérologii dnes nejvyznamnegjsSi metody
virologické diagnostiky

« Kvalitativni stanoveni

— QOdpovidame zda je nebo neni pritomno
(nékdy Ize alespon Castecné kvantifikovat)



kultivace na TK

kureci embrya

pokus na zvireti
elektronova mikroskopie

svetelna mikroskopie,
imunofluorescence

hemaglutinace

hemadsorpce

ELISA
latexova aglutinace
prukaz virové NK

ELISA
komplement-fixacni test
virus-neutralizacni test
inhibice hemaglutinace
imunoblotting



Hemadsorpce

Tvorba syncyeii tuéinkem viru piiusnic a souc¢asné hemadsorpcee

po piidani erytrocytii k bunééné kultuie a nasledném promyti.
(courtesy of Linda Stannard, University of Cape Town, S.A.)



kultivace na TK

kureci embrya

pokus na zvireti
elektronova mikroskopie

svetelna mikroskopie,
imunofluorescence

hemaglutinace
hemadsorpce

ELISA

latexova aglutinace
prukaz virové NK

ELISA
komplement-fixacni test
virus-neutralizacni test
inhibice hemaglutinace
imunoblotting



ELISA na prukaz antigenu

« Sandwichova reakce s protilatkou znacenou
enzymem, ktery ve finalnim kroku meni barvu
barevného substratu
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Latexova aglutinace

Reacthve Weak Reactive  Monreactive

Protilatky jsou vazany na latexové Castice. Po smichani s virem dojde
k pouhym okem viditelné agutinaci latexovych Castic.

Uziti: zejména u prujmovych onemocnéni (rotaviry, adenoviry)

o>

< Vsakovani materialu ‘u’ akovani materialu

i Test Material | Test Material |

vy

* Kontrola ] \ t Kontrola

V tekutiné V tekutiné V setu V setu

Neg. Poz. Neg. Poz.
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Prukaz virove nukleove kyseliny

Hledame selektivhé jedno nebo nékolik agens
Rychlé a perspektivni metody
Amplifikacni —

— Prukaz konkrétnich specifickych useku NK

— Technicky naro¢né, ale velmi presné
* PCR - kvalitativni
* RT PCR - kvantitativni !

Bez amplifikace
— Prukaz genomoveé NK
— Malo citlivé, méné naroéné



Prukaz protilatek

» Klasické metodiky
— Neutralizacni test
— Hemaglutinacné inhibicni test — viz. chripka
— Komplement fixacni reakce

* Nove metodiky

— ELISA
— Western blot



Sérologické vysetreni protilatek

Sérologické vysetreni protilatek proti adenovirim (AV),
cytomegaloviru (CMV), viru Epsteina a Barrové (EBV), enterovirim,
hantavirim, virim hepatitidy, herpetickym virim, viru lidského
imunodeficitu (HIV), viram chfipky, viru kliStové encefalitidy, viru
lymfocytarni meningitidy, papillomavirim, parvoviru B19, virdm
parainfluenzy (PIV), polyomavirdm, viru pfiusnic, Respiracnimu
syncytialnimu viru (RSV), viru spalnic€ek, viru varicella zoster (VZV),
viru zardének, chlamydiim
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Pro serologické vysSetreni se odebira zilni krev bez pouziti protisrazlivych
prostfedku s dodrzovanim vSech bezpecnostnich pravidel (dezinfekce mista
vpichu, strikaCky a jehly pro jedno pouziti, rukavice pro jedno pouziti pro
odebirajici personal). Odbér by se mél provadét nejlépe rano nalacno za
aseptickych podminek.

- VySetfeni parovych ser



* Prokazuje reakci imunitniho systému na
Infekci

— Lze prokazovat jednotlive tridy
imunoglobulinu

* |gM — ¢asné protilatky
* |gG — pozdni protilatky
* Neni vhodny k monitorovani leCby —
nevypovida o postupu onemocnéeni
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ELISA

« Sandwichova reakce s protilatkou zna¢enou
enzymem, ktery ve finalnim kroku meni barvu
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barevného substratu
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Complement Fixation Test
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Reactlve

Serum with
antilindies

Antigen binds
with antibodies

Complement
himiks with
Agith comphesx

Hermo lysin

Sensitlzed red

blood cells

serve a5 an indicator

RBCs setile into
a pellet

no hysis

Maonreactive

Serum waithout
alibodies

Unboymd
Antlgen

Unbowml
complement

Hemokysin
Sengiti zed
RBCs serve
&5 an
indicator

RBCs hsed ly

urkoasnd
complement

hysis

Metoda vazby komeplementu

» 3 krokova reakce

—1) prida se sérum s antigenem
komplementarnim k hledanym

protilatkam

—2) prida se komplement
—3) prida se hemolyticky komplex (berani
erytrocyty a kraliCi protilatky proti nim)
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Neutralizacni test




« kultivace na TK

» kureci embrya

* pokus na zvireti
 elektronova mikroskopie

» svéetelna mikroskopie,
imunofluorescence

* hemaglutinace
 hemadsorpce

« ELISA

 latexova aglutinace
» prukaz virové NK

 ELISA

« komplement-fixacni test

* virus-neutralizacni test

* inhibice hemaglutinace
* imunoblotting







« kultivace na TK

» kureci embrya

* pokus na zvireti
 elektronova mikroskopie

» svéetelna mikroskopie,
imunofluorescence

* hemaglutinace
 hemadsorpce

« ELISA

 latexova aglutinace
» prukaz virové NK

 ELISA

« komplement-fixacni test
* virus-neutralizacni test

* inhibice hemaglutinace

* imunoblotting




Imunoblotting

Diagnosticky strip obsahuje elektroforeticky
rozdélenou smés kompletniho virovych antigent

Tyto prouzky se inkubuji se sérem pacienta

Pri inkubaci dojde k navazani konkrétnich
protilatek na konkrétni antigeny

Strip se dale inkubuje s protilatkou zna¢enou

enzymem, ktery se navaze na vSechny oblasti
obsahujici navazanou protilatku

Po inkubaci s barvivo obsahujici substratem
enzymu dochazi k mistni barevné reakci v
oblastech komplexu

4. Indaterninate profile
5. Indatarminate profile (highly suggestivae)




* kultivace na TK

» kureci embrya

* pokus na zvireti

 elektronova mikroskopie

» svételna mikroskopie,
imunofluorescence

* hemaglutinace

 hemadsorpce

« ELISA

 latexova aglutinace

* prukaz virové NK
« ELISA

« komplement-fixacni test
* virus-neutralizacni test
* inhibice hemaglutinace

* imunoblotting




Multiplicita infekce — multiplicity of infection (MOI)

m - ¢

P(n) =

nl

kde:

m = multiplicita infekce (MOI)

n = pocet virt infikujicich burnku
P(n) = pravdépodobnost, ze burika
bude infikovana pocétem n virionu

At low M.O.1.

At higher M.O.1

Bacterial Lawn
with plagues

Confluently Lysed Plate



Plakova titrace — plaque assay

Make serial
dilutions of
virus

Plate dilutions onto susceptible cells.
After virus attachment, overlay cells
with semi-solid medium which
restricts diffusion of virus particles.

Restricted cell-to-cell spread of virus
results in localized destruction of cell
monolayer visible as “plaques”

@ Elsewvier 2005

Plakova titrace. Virova suspenze fedéna
urCitym faktorem se pfida k jednovrstvé
bunék. Bunky se barvi v okamziku, kdy
virus infikuje jednu bunku, tu zlyzuje a
nakazi okolni bunky za vzniku plaku.
Kazdy plak je tedy vysledkem puvodné
infekce jedné bunky jednim virem.



Velikost a morfologie plaku




Percant infected wells

Reed & Munch endpoint calculation method

Add serial dilutions of virus to cellz in a multiwell plate

Estimated
dilution for
=
e ton
w
[ ] |
2 3 4 5 &
ng wirlis dilution

1124 wells infected (4%)



Formulae

| = (%6 of wells infected at dilution above 50% - 30%)
(% of wells infected at dilution above 50% - % of wells infected at
dilution below)

()0 T log total dilution above 50% - (I x log |
50% endpoint titer = [() &7 THHHOREREE (Ixlog hj

Definitions

= Inte ated v i S50% endpomnt (alse known as the proporti distance
| = Interpolated value of the 50% endpoint falso fnown as the proportional distance)
h = dilution factor



