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Metody detekce

Prukaz protilatek (IgM, IgG) — komeréné dostupné soupravy
Pirimy prukaz viru (RT-PCR, RT-qPCR)

> Stolice, sérum

> Kladen diiraz na véasny odbér vzorku, radné skladovani/transport

>  RT-qPCR moZno pouZit ke stanoveni virové naloZe ve vzorku

> RT-PCR - analyza sekvenci
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Metody detekce — primy prukaz viru

Infekce prasat ¢i jinych experimentalnich zvirat (opice, prase
domaci, mys, tarbik, kralik, potkan, kosman)

Klinické priznaky — opice, vysoka infekéni davka

Bez klinickych priznakt — vyluovani viru trusem, viremie a/nebo

serokonverze
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Metody detekce — primy prukaz viru

®* Bunécné kultury — bunécéné linie lidského karcinomu jater

(PLC/PRF/5, HepG2/C3A), karcinomu plic (A549)
® Ve vétSiné pripadu bez cytopatického efektu - RT-qPCR,
immunofluorescence

¢ 2D x 3D format

® Neni standardizovano
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Metody prukazu virua v potravinach a
prostredi

*Problémové kultivace virti na tkanovych kulturach — metody zalozeny

na primém priikazu genomu viru

*V potravinach ¢i prostredi malé mnozstvi virovych ¢astic — potreba

dostatecné citlivé metody
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TECHNICAL ISO/TS
SPECIFICATION 15216-1

*ISO/TS 15216

Microbiology of food and animal feed —
Horizontal method for determination
of hepatitis A virus and norovirus in
food using real-time RT-PCR —
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Metody prukazu viru v potravinach a
prostredi

* . Komplikovany“ proces analyzy vzorku —> zavedeni externi kontroly

celé analyzy

> Bakteriofag MS2 - do genomu vloZena unikatni sekvence (vakovlk
tasmansky a ptak moa%

> Kontrola celeého postupu analyzy kazdého vzorku (pridano
definované mnozstvi)

>  Stanoveni }iéinnos:[i izplace NK - kvantifikace virové naloze v
definovaném mnozstvi vzorku
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Postup zpracovani vzorku v laboratori

Homogenizace

(Stomacher/vytfrepavani
v TGBE)

—

Peleta

Centrifugace

8000xg
20 min
4 C

v\

Bakterie, parazité
Detekce DNA (qPCR)
Kultivace

Supernantant

Viry

Detekce RNA (RT-qPCR)
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Vysetreni vzorku

Nested RT-PCR

$

Sekvenovani

$

TgRT-PCR

Analyza sekvenci

Genotypizace
Epidemiologickeé x epizootologicke studie

=

QD I e

— =



—
QD e
—

=

I Voda

Filtrace/primarni
zakoncentrovani

I

Eluce virovych castic

I

Sekundarni

/ zakoncentrovani

Izolace nukleovych kyselin

l

Detekce genomu viru
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Detekce infekc¢nich
virovych castic




Odbér vzorku

* (Cisty kanystr/nadoba
® Objem vzorku 10 I, moznost i mensi objemy (200 ml)
® Vzorek skladovat v temnu a chladu

® Transport do laboratore (chlazené) nejlépe do 24 hod od odbéru

Mean % recovery
-388588388
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Izolace virovych castic z vody

®* Adsorpce na negativné nabité filtry
(Millipore)

> 101

> Limit detekce 100 000 virovych castic
(10 000/1)

® Prima flokulace
> 200 ml

> Limit detekce 10 000 virovych castic
(50 000/1)
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Prukaz viru ve vzorku

Molekularni metody - qPCR, RT-qPCR
> Kvantifikace — DNA/RNA koncentraéni gradient
> Problém s faleSné negativnimi vysledky — inhibiéni faktory

(interni amplifikaéni kontrola, analyza redéné NK)

RT-PCR (molekularni epidemiologie/epizootologie)

Problém rozlisit infek¢éni x neinfekéni virové ¢astice
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