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Co je virus?

Jsou submikroskopické castice, slozené z nukleové kyseliny a bilkovin,
infikujici a reprodukujici se v bunce.

Pomnozeni viru probiha pouze v infikované bunce.
Viry neobsahuiji translacni systém, tvofeny z ribozému a z transferovych RNA, ktery je pro syntézu proteint
nezbytny. Proto syntéza virovych proteini mize probé&hnout jen s pouzitim translaéniho systému hostitelskych

bunék organizmu, jako jsou bakterie, zivoCichové a rostliny.

Néktereé viry, napr. poxviry, herpesviry nebo rabdoviry obsahuji enzymy
uplatnujici se pfi virové reprodukci uvniti svych virionu.

Virion je kompletni zrala virova €astice schopna infikovat permisivni
bunku.




Jak vypadaji?
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Jak vypadaji?
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Hepatitis delta virus (HOV)

Rhabdoviridag @----
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Kodujici NK muze byt
ss i1 ds DNA a RNA

Velikost genomu se
pohybuje radove od
3 kB az po = 200 kB

Genom muze byt
segmentovany i
nesegmentovany

Linearni i cirkularni



http:/ /www.tulane.edu/
Ngmsam} garr)}{ﬂ& §

DNA viry

Herpesviridae > o HSV1la2Vvzv

§ B CMV,HHV-6a7

Y EBV, HHV8
Adenoviridae » Adenoviry (group A-F)

Polyomaviridae —— BKV, JCV, WUV, KIV, SV40...
Papillomaviridae —

ds DNA

Poxviridae —

Hepadna > HBV

< . —» Parvovirus B19, HBoV
% % Parvoviridae = >

Anelloviridae > TTV, TTMDV, TTMV

S




ss RNA

RNA

RNA viry

Ortomyxoviridae

Influenza A |

Influenza B "= TR el -

Paramyxoviridae — paramyxovirus —>PIV 1-4
Morbillivirus

Pneumovirus —» RSV, hMPV

CO fon a.Vl I | d A = HCOV (s ocus nies, vku-y, SARS-CoV-2,...

Picornaviridae —— Enteroviruses (v¢. Polioviru, HAV)
Rhinovirus =—> HRV

Caliciviridae > Lidské caliciviry — Norovirus,
. _ Sapovirus
Astroviridae — Astrovirus -

—

Rhadboviridae — Lyssa virus

Reoviridae — Rotavirus

Orbivirus
Retroviridae =—— HIv, HTLV



Ma to smysl?




SS

Mnoho viru kolem nas

Obalené / neobalené — rizna fyzikalni a chemicka stabilita
RNA / DNA - rozdil ve stabilité a ¢asto i infekciozité

DNA RNA

Herpesviridae o HSV,VZV Ortomvyxoviridae InfluenzaA
\ y o —— InfluenzaB
B CMV,HHV-6Aa Paramyxoviridae — Paramyxovirus— PIV 1-4
B a HHV-7 QMorbinivirus RSV
< Y EBV,HHV-8 < o Pneumovirus hMPV
Z AdenOV”-ldae —— Adenoviruy (skupinaA-G) 5 COI’OI’]aVII’Idae _’Lidskécoronaviry: 0C43, NL63, 229E, HKU1, MERS
p e Picornaviridae — Enteroviruses
& Polyomaviridae ——— BKV,JCV,WUV,KIV, SV40... 0 > Rhinovirus —> HRV
Papillomaviridae —Papillomaviry Caliciviridae —— Norovirus, Sapovirus
. Astroviridae — Astrovirus
Poxviridae — Variollavirus, vaccinia, o '
molluscum contagiosum Rhadboviridae=— Lyssavirus
Hepadna — HBV
- - < Reoviridae — Rotavirus
<ZE Parvoviridae —— ParvovirusB19, HBoV % = o
) — Dependoviry fnd Orbivirus

Anelloviridag =———— TTV, TTMDV, TTMV

Retroviridae—— HIV,HTLV

Vétsi, zpravidla vétsi mnozstvi gend. Mensi, mensi mnozstvi gend.
Casto — chronické a latentni infekce. Rychlejsi a akutnéjsSi pribéh onemocnéni.

Manipulace s imunitnim systémem. Pres TRL, IFN- vétsi systemové dopady
Zmény v genech regulace bunéé¢ného infekce.

cyklu — anti-apoptotické pusobeni. VyssSi rychlost zmén genomu.



Exponencialni proliferace viru

M Nasazeni terapie
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Jde o exponencialni proliferaci.



Rychlé zmény genomu CMV

Whole genome sequencing — NGS.
Human Cytomegalovirus Intrahost Evolution — A New Avenue for
Understanding and Controlling Herpesvirus Infections

Nicholas Renzette!, Laura Gibson?, Jeffrey D. Jensen®4.°, and Timothy F. Kowalik'.6.

Figure 1. HCMYV Intrahost genetic diversity as compared to RNA viruses

Viral intrahost diversities are represented as circles with the diameters, drawn on a log scale,
representing reported values of diversity. The genetic diversity of HCMV populations is
comparable to those of RNA viruses, an unexpected result given that HCMV is a large
dsDNA virus. Values were obtained from [16] and references therein. Abbreviations are as
follows: WNV: West Nile Virus, HCMV: human cytomegalovirus, DENV: dengue virus,
HCV: hepatitis C virus. Scale bar represents the diameter of a genetic diversity value of
0.1%.
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Curr Opin Virel. 2014 October : 0: 109-115. doi:10.1016/j.coviro.2014.08.001.



Rovnovaha u (imunosuprimovaného) paCienta

=

Imunitni systém

(imunosupresivni lé€ba,
chemoterapie, ...)




Rovnovaha u imunosuprimovaného pacienta

Imunitni systém Patogeny
(imunosupresivni léky, Regulované lymfocyty — viry ,
chemoterapie, monoklonalni mykoézy

protilatky, metabolicky stav...)
U pacientu s kortikoidy a imunosupresivni terapii se priznaky nemusi plné
rozvinout, nebo mohou byt rizné modifikovany, vcetné vyrazné urychleného a
zavazného prubéhu infekce. Nemusi fungovat ptvodni ockovani.

Vzdy vyssi riziko rozvoje symptomatické nemoci s postizenim organu.



Metody virove detekce

Vysetiovaci metody ve virologii

» Mikroskopické Prima detekce
« Kultivacni

* Prukaz antigenu

. Prukaz nukleove kyseliny ..

* Prukaz protilatek
* (Priznaky onemocneni)

Neprima detekce



Priznaky nemoci

Klinické pfiznaky vedouci k
podezieni na virovou infekci
(poliomyelitida) byly poprve
popsany 3 700 let pr. n. . v
Egypte.

Typické priznaky jsou
napriklad u:

- varicelly
- Zosteru
- pIné rozvinuté IM

- papillomavirové infekce
(bradavice)

- u HHV-8 a dalsich
virovych infekci



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/7e/Rooseveltinwheelchair.jpg

Klinické souvislosti

Flu-like sy.
Teploty nejasné
etiologie, slabost,
myositidy ...

Encefalitis/
Encefalopatie

Respiraéni

onemocheéni

Hepatitis

Gastroenteritis Nefritis, cystitis, Myelosuprese



MAJOR ARTICLE

Astrovirus VA1/HMO-C: An Increasingly
Recognized Neurotropic Pathogen in
Immunocompromised Patients

Julianne R. Brown,"? Sofia Morfopoulou,® Jonathan Hubb,' Warren A. Emmett,® Winnie Ip,’ Divya Shah,? Tony Brooks,®
Simon M. L. Paine,”” Glenn Anderson,” Alex Virasami,” C. Y. William Tong,* Duncan A. Clark,’ Vincent Plagnol,’
Thomas S. Jacques,”® Waseem Qasim,” Mike Hubank,® and Judith Breuer'®

"irology Department, Great Ormond Street Hospital for Children NHS Foundation Trust, 2NIHR Biomedical Research Centre, Great Ormond Street Hospital
for Children NHS Foundation Trust and University College London, *UCL Genetics Institute, University College London, “Virology Department, Barts Health
NHS Trust, *Molecular and Cellular Immunology, ®Molecular Haematology and Cancer Biology Unit, Institute of Child Health, University College London,
"Department of Histopathology, Great Ormond Street Hospital for Children NHS Foundation Trust, ®Department of Infection and Immunity, and °Birth
Defects Research Centre, Institute of Child Health, University College London, United Kingdom

Neurotropic Pathogen HAstV VAI/HMO-C « CID 2015:60 (15 March) « 281

http://www.oardc.ohio-
state.edu/lsaiflab/pictures/astro%20virus%204x4.jpg




Metody virové detekce - pfima

Mikroskopické metody

» Elektronmikroskopicky prukaz viru
* v tekutych materialech po koncentraci viru
* v tkanich

* imunoelektronova mikroskopie po oznaceni viru
specifickou protilatkou

* Prukaz viru imunohistochemicky v
bunkach
* metoda histologicka z biopsie
* metoda cytologicka



Metody virové detekce - pfima

Elektronova mikroskopie

Prvni fotografie viru byla publikovana v roce 1939. DalSi vyvoj EM tuto
techniku zavedl do rutinni virologické diagnostiky, protoZe rizna morfologie
virovych Castic prispiva ke klinické detekci.

http://sanidadanimal.info/cursos/curso/ld/galeria/paginas/picornavirus.htm

» _‘ . . r ¥ R
Herpesvirus — well documented
envelop from cell membrane and
capsid.

Zdroj:
t

Rhabdovirus — rabies virus
http://www.stanford.edu/group/virus/rhabdo/2005/Rabies%20Virus.htm

Marbtmx. i

POXVlry 2 molluca Contaglosa http://content.answers.com/main/content/wp/en-commons/thumb/9/91/250px- y ) —
e files.wordpress.com/2007/09/hiv.jpg

WwWw.ecureme.com Marburg_virus.jpg http://kirstyn


http://sanidadanimal.info/cursos/curso/11/galeria/paginas/picornavirus.htm

Metody virové detekce - pfima

Imunohistochemicka metoda detekce

V soucCasnosti pomoci znacenych monoklonalnich protilatek.

Detekce pp65 CMV antigenu pomoci fluorescenéniho mikroskopu. zdroj:

ttp://home.teleport.com/~bobh/InfectiousMononucleosis.htmhttp://www.argene.com/pictures_gallery/zoom_images_ang/CMV_Antigenemia_perox.php



Metody virové detekce - pfima

Pouziti mikroskopickych metod

* Histochemickeé
— v ramci patologicko anatomické diagnozy

» Elektronova mikroskopie
— Pro nékteré typy vzorku a virt se pouziva
— Citlivost nizsi nez u kultivace a PCR
* Opticka mikroskopie
— Muze byt uzite€na orientacni metoda
« znamky zanétu bez bakterii svédcCi pro virovou etiologii



Log normalizované virové naloze

Lokalizovana EBV-LPD (NHL)

ISVHD

EBV v biopsii zaludku
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Anémie. Krvaceni ze zaludku.
4 X rituximab 375 mg/m?2

® Gastric biopsy proves EBV+

Non Hodgkin Lymphoma
— - (DLBCL)

Malignant cells of donor origin.




Lécba dle protokolu
BFM NHL 2004
V pribéhu posledniho bloku

chemoterapie sepse
Pseudomonas aeruginosa.

-1"K1-6.7 Proliferaéni a’ntigé,hﬁ*.,
.'0‘. . o N 5 : .s‘
‘. : i“-,‘ Tj“?’ ;‘ /". ,,"

LMP-1 — Latentni membranovy
. -protein EBV
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Metody virové detekce - pfima

Kultivacni metody

« Kultivace na bunecnych (tkanovych)
Kulturach
— klasicka s cytopatickym efektem
— zrychlena s vizualizaci viru imunochemicky

« Kultivace na kurecim embryu
* Pokus na zvireti



Metody virové detekce - pfima

Kultivace na tkanovych kulturach

Vyhody Nevyhody

* prokazuje zivy virus » citliva na transport

* |ze provadet dalsi * nekteré viry spatne
vysetreni viru rostou in vitro

o zachycuje Sirdi (delsi doba k detekci)
spektrum vir( « prace s TK je obtizna

* riziko kontaminace
bakteriemi (gasto napr.
Mycoplasma sp.) A pll'snémi



Metody viroveé detekce - pfima

Kultivace na TK

Prvné pouzita detekce na monovrstve J. Endersem v roce 1949. Nasledne
byla R. Dulbeccem pouzita Plaque forming assay, ktera vedla k prvni
kvantifikaci naloze viru a definovani plaque forming units (PFU).




Cytopaticky efekt - CMV




Virus Chripky A na TK

- barveno monoklonalni protilatkou s FITC




LMP-1

anovy
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Metody virové detekce - pfima

Prukaz virového antigenu

* Prokazujeme
pritomnost jednoho
nebo uzke palety
agens

« Zjistuieme zda je
nebo neni pritomno,
nekdy Ize
kvantifikovat

° I\/Ietoc_licky_ jde 0O Negative HI Hs
reakcl antigen-

protilatka se znamou
protilétkou Senzitivita udavana pfiblizné  30-40%
v porovnani s PCR (realné =20%).

Cena testu priblizné 100-150,- K¢

R lme
A line
HS line

Sample application




Antigen Adenoviru v plicni tkani




Metody virové detekce - pfima

Pouziti priukazu antigenu

* U infekci s definovanym klinickym
obrazem a nékolika puvodci (respiraéni inf.)

* Infekce, které je nutne monitorovat u

definované skupiny pacientu (byvalo napt.
CMV u imunosuprimovanych)

* Infekce, kde je antigen pritomen
pravidelne a ve velkem mnozstvi
(hepatitida B)



Metody virové detekce - pfima

Prukaz nukleovych kyselin

* Prokazujeme jedno nebo nekolik malo
agens v reakci (singleplex vs. multiplex)

* Rozlisujeme metody
— amplifikacni NK (PCR, NASBA), amplifikace signalu
- citlivé
— bez amplifikace (genove sondy) - mene citlivé
* Rychly s dalsim potencialem



Metody virové detekce - pfima

Moznosti PCR reakci

o Kvalitativni
 zakladni diagnostika, razna citlivost

« prokazujeme jen pritomnost nebo nebo
nepritomnost jednoho agens

* Multiplex
 diagnostikujeme vice agens v jedné
amplifikaci
 dulezita je detekce produktu
« Kvantitativni
 real-time PCR
* muze byt i kompetitivni




Metody virové detekce - pfima

Vyuziti PCR
Vyhody Nevyhody
» vysoka citlivost * citliva na provedeni
* rychlost e prukaz i nezivych
» vysoce specificka agens, zbytku NA
* |ze kvantifikovat * riziko inhibice,

falesnych pozitivit



Metody virové detekce - pfima

Vyuziti real-time PCR
« Kvantifikace agens a stanoveni prognozy

* Monitorovani pacientu v imunosupresi (v€asné nasazeni
leCby)
« Monitorovani léCby virostatiky (detekce rezistence,

pacientu - nonresponderu)

Avap b ol P e

Log virové kvantity na 100 000GE

.I.

50 100 150 200 250

Dny po HSCT
Age at HSCT: 10.4
Dg.: ALL

© I I S S S .




Metody virové detekce - pfima

Sekvenace a urceni agens podle
databaze

* UrCi se sekvence bazi vybraneho useku
nukleove kyseliny a podle ni se v databazi
najde odpovidajici agens

* Ve virologii se k rutinni diagnostice
pouziva mene

« Zalezi na kvalite databaze

« Zatim spise doplnkova



Metody virové detekce - pfima

Detekce NK pomoci CHIPovych technik

. ., . , o A S, I oo 83 38z 23 8

Od roku 2000 se objevuji detekce mikrobiologickych Rg8  STBEo.28 £22 £5 %

H 4 o "VHD____UJ“““oomwom&wggzog

agens i pomoci CHIPU. s B85E55aEEREa5855605585
il —

Tento postup je vyuzivan i pfi objevech novych viurt
jako napfiklad vird WU a Kl v roce 2007 ve vzorcich
z respiracniho traktu.




Srovnani jednotlivych metod
— podle citlivosti

PCR a kultivace pomnozuji vstupni davku

agens — citlive

— PCR zavisi na volbé metody (typ primerda,
multiplex...)

— Kultivace zavisi na zkusenostech laboratore a typu
agens (rustovych narocich)

Prukaz antigenu pracuje jen s tim, co bylo v

odebraném vzorku — mensi citlivost

Mikroskopie je spise orientacni



Srovnani jednotlivych metod
podle specificity

« Kultivace ma minimum falesné pozitivnich
reakci

 PCR - zalezi na kvalite provedeni i na
kvalité primeru — navic neprokazuje jen
zivé aktivni agens

» Prukaz antigenu ma nizsi specificitu



Srovnani metod podle rychlosti

* Prukaz antigenu — vysledek obvykle do
minut az desitek minut

 PCR — vysledek Ize ziskat za nekolik
nodin (podle organizace prace)

» Kultivace — trva obvykle dny az tydny




Srovnani metod podle sire zabéru

 PCR a prukaz antigenu prokazuji pouze
konkréetni hledanée dgens (s vyjimkou sekvenace)

» Kultivace ma podle sady pouzitych tkani
Sirsi zaber

LI 4] a4

spektrum (ale vyzaduje znacCné zkusenosti)



Prukaz protilatek je pouze
prukaz reakce casti
imunitniho systemu na
antigen - infekci.



Prukaz protilatek

* Prokazuje reakci imunitniho systému na
Infekcl

» Lze prokazovat imunoglobuliny v
jednotlivych tridach (IgG, IgM, IgA)

* V pocatecni fazi infekce se protilatky jeste
netvori

* Neni vhodny k monitorovani lecby



Metody viove detekce -nepfima
Hlavni vyuziti prukazu protilatek

* Virové infekce s velkou celkovou odezvou
(chripka, zardenky, hepatitidy)

» Bakterialni infekce s t€zSim prubéhem
(pertusse, syfilis)

» Celkové infekce jednobunecnymi parazity
(toxoplasmoza)



Kde ma prukaz protilatek maly nebo
omezeny vyznam

e |Infekce intracelularnimi bakteriemi
(Tuberkuldza)

* |nfekce lokalni (nekomplikovana salmoneléza,
angina, mocove infekce)

» Reaktivace perzistentnich infekci (opar)

 Detekce infekci a reaktivaci u

Imunosuprimovaneho pacienta
(iatrogenné i prirozene)



Klasické metody prukazu protilatek

Vazba komplementu
» dobra specificita, uspokoijiva citlivost, levna.
» Vyuziti: hlavné dg. respiraCnich virovych infekci

Virus neutralizacni test

* modifikace kultivacniho testu, kdy je pfidano testované
sérum a jsou-li pritomny neutralizacni protilatky, je virova
vazba na citlivé bunky blokovana a k infekci bunék nedojde.

Inhibice hemaglutinace
» specificka, uspokojiva citlivost, levna.
Aglutinacni a precipitacni reakce
» specificka, méneé citliva, levna

Hlavni nevyhodou je nutnost vysetrovani parovych
vzorku séra




Imunochemické metody

EIA (enzymova imunoanalyza), S
|F (imunofluorescence), oot ()

Anti-HMGE1 antibody

RIA (radio imunoanalyza), -

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)...

Vyhody: velmi dobra reprodukovatelnost
vysledku, rozliSeni tfid imunoglobulinu.

vysoka citlivost y\'j‘l’} ‘Il ecatin
Nevyhody: vy$Si cena, nékdy nespe< /9©€€8 o8 -
nélezy ®  S8ne sarlil
0 00~ |
ft G




Metodyviove detekee -neptima
Pro€¢ muze selhat prukaz protilatek?

* VVyznamna cast infekci je zlikvidovana
nespecifickou imunitou
(nedojde k aktivaci specifické imunity)

» Je zvolena malo citliva metoda, nevhodna
metoda nebo prilis Casny odber

* Infekci zpusobilo jiné agens, nez hledame.



Je prukaz protilatek skutecné
jednoduchy?

* Technicky se da zvladnout jednoduse

* Obtizna je interpretace nalezu
— Casto nelze stanovit ,normalni hodnoty*

— Citlivost jednotlivych metod zavisi na typu
pouziteho antigenu — ¢asto obtizna standardizace

— Imunitni system kazdeho jedince reaguje
unikatne.



Detekce virus specifickych lymfocytu

DalSi krok v detekci virovych souvislosti s pouzitim molekularni biologie.
Detekce lymfocytt produkujicich IFN-y po in vitro stimulaci antigenem. Mozné
provést pomoci ELISPOT eseje Ci prutokové cytometrie.

4




CD4+

Detkce virus specifickych lymfocytu
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? Co je dulezité pro (nejen)
s = virologickou diagnostiku?

A) Zvolit vhodnou metodu vysetreni (vzhledem
k oCekavanému agens a fazi infekce)

B) Spravne provest odber materialu
C) Dodrzet podminky transportu materialu
D) Dobra komunikace s laboratori

E) VSe vyse uvedene



Odber materialu ke kultivaci

 Odbér v akutni fazi infekce
* Odbeér z mista nejvyssiho vyskytu agens
— dulezita je znalost patogeneze infekce

» Dostatecne razantni odber
(ziskani dostateCného mnozstvi materialu)
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Odbér na primy prukaz agens

* Prukaz antigenu (a NK bez amplifikace)

— Velmi dulezity je odbér dostateCného mnozstvi
materialu v akutni fazi

* Prukaz NK s amplifikaci

— lze vyuzit i tehdy, kdyz mnozstvi a zivotaschopnost
agens klesaji (ale ani zde ne neomezene!)

— nutno volit specialne Cisté odberove a transportni
soupravy (riziko dezintegrace DNA a hlavnhé RNA)



Transport

* Pro kultivacni vysetreni
— transportni medium podle doporuceni laboratore
— uchovavani a transport pri chladnickove teplote
— dulezita je rychlost transportu (do 24 hod)

* Pro prukazy antigenu
— nutno zabranit znehodnoceni vzorku

* Pro prukaz NK

— nutno zabranit znehodnoceni vzorku (rozlozeni NK,
vzniku nebo pfimiseni inhibitort do vzorku)



Co je dulezité pro komunikaci s
laboratori

Vedet, co pozaduiji

(spravné polozit otazku - diferencialné diagnosticka rozvaha)
Vedet, co a jak rychle je mozne vysetrit
Znat patogenezi infekce a zadavat
vysetreni v souladu s ni

Umet komunikovat s pracovniky laboratore



Co by mela poskytnout dobra
laborator

Standardni vysledek v rozumném Case
Nadstandardni vySetreni u tézkych stavu
Konzultovat vhodna vysetreni

Interpretovat vysledek vysetreni pripadnée
poradit dalsi postup a terapii

Informovat klinika o diagnostickém vyznamu
vysledku (senzitivita, specificita, negativni a
pozitivni prediktivni hodnota)



Nez indikujete nejaky test, musite
vedet co delat, dopadne-li
1. pozitivne, 2. negativne.
Pokud mate na obe eventuality
stejnou odpoved, je test
Zbytecny.
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