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Co je virus?

Jsou submikroskopické €astice, slozené z nukleové kyseliny a bilkovin,
infikujici a reprodukujici se v burice.

Pomnozeni viru probiha pouze v infikované burice.
Viry neobsahuji transla¢ni systém, tvofeny z ribozému a z transferovych RNA, ktery je pro syntézu proteind
nezbytny. Proto syntéza virovych proteini muze prob&hnout jen s pouzitim transla¢niho systému hostitelskych

bunék organizmd, jako jsou bakterie, Zivocichové a rostliny.

Nékteré viry, napf. poxviry, herpesviry nebo rabdoviry obsahuji enzymy
uplatiujici se pfi virové reprodukci uvnitf svych virionu.

Virion je kompletni zrala virova ¢astice schopna infikovat permisivni
burku.




Jak vypadaji?
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Jak vypadaji?
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DNA viry

Herpesviridae — O HSV1a2vzv

§ B CMV,HHV-6a7

Y EBV, HHVS
Adenoviridae ——— Adenoviry (group A-F)

Polyomaviridae —— BKYV, JCV, WUV, KIV, SV40...
Papillomaviridae ——¢

Poxviridae — V-

Hepadna — HBv

. Parvovirus B19, HBoV
Parvoviridae ——, ro
Anelloviridae ————— TTV, TTMDV, TTMV
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RNA viry

Ortomyxoviridae

Influenza A
Influenza B

Paramyxoviridae —» Paramyxovirus —»PIV 1-4
Morbillivirus
Pneumovirus —> RSV, hMPV
COfOnaViI’idae > HCOV (22sE. ocas, niss, vk, 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




to smysl?

Mnoho viru kolem nas

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

DNA RNA

SS

Herpesviridae o Hsvvzv Ortomyxoviridae Influenza A
; ey B CMV,HHV-6A i ~—— InfluenzaB
s a Paramyxoviridae — Paramyxovirus— PIV 14
\ BaHHV-7 “\'-- Morbillivirus RSV
- Y EBV,HHVS8 < » Pneumovirus hMPV
=  Adenoviridae ——— Adenoviruy (skupinaA-G) é Coronaviridae —— Lidské coronaviry: cca e ze. wn vess
= it ., Picornaviridae —— Enteroviruses
e Polyomaviridae ——s BKV, JCV, WUV, KIV, SV40... i Rhinovirus — HRV
Papillomavirid ae — Papillomaviry Caliciviridae ——— Norovirus, Sapovirus
Astroviridae —s Astrovirus
Poxviridae— Variollavirus, vaccinia, b )
molluscum contagiosum 4 3 Rhadboviridae—s Lyssavirus
Hepadna — HBV e ; 1o
< Pparvoviridae ——— ParvovirusB19, HBoV s £ Reoviridae —_— Rotavirus
a ~“" —— Dependoviry oS Orbivirus
Anelloviridag ——— TTV, TTMDV, TTMV Retroviridae— HIV,HTLV
Vétsi, zpravidla vétsi mnozZstvi gend. Mensi, mensi mnozZstvi gend.

Casto — chronické a latentni infekce. Rychlejsi a akutnéj$i pritbéh onemocnéni.
Manipulace s imunitnim systémem.  Pres TRL, IFN- vétsi systémové dopady
Zmény v genech regulace bunécného infekce.

cyklu — anti-apoptotické ptsobeni. Vys$si rychlost zmén genomu.




Exponencialni proliferace viru
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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 GibsonZ2, Jeffrey D. Jensen®4.5, and Timothy F. Kowalik' 8"

Figure 1. HOMV Intrabost gemetic diversity as compared to RNA virwses
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Rovnovaha u (imunosuprimovaného) pacienta

Imunitni systém Bl —
(imunosupresivni 1é¢ba,
chemoterapie, ...) e

Rovnovaha u imunosuprimovaného pacienta

Imunitni systém

(imunosupresivni léky,
chemoterapie, monoklonalni
protilatky, metabolicky stav...)
U pacientd s kortikoidy a imunosupresivni terapii se pfiznaky nemusi plné
rozvinout, nebo mohou byt riizné modifikovany, véetné vyrazné urychleného a
zdvazného prubéhu infekce. Nemusi fungovat ptlivodni oc¢kovani.

v v

Vzdy vyssSi riziko rozvoje symptomatické nemoci s postizenim organu.




Metody virové detekce

Vysetfovaci metody ve virologii

Mikroskopické Prima detekce
» Kultivacni

* Prukaz antigenu

;. Prukaz nukleove kyseliny ...

* Prukaz protilatek
» (PFfiznaky onemocnéni)

Neprima detekce

Pfiznaky nemoci

Klinické pfiznaky vedouci k

podezfeni na virovou infekci
(poliomyelitida) byly poprvé

popsany 3 700 letpf. n. l. v

Egypté.

Typické pfiznaky jsou
napfiklad u:

- varicelly
- zosteru
- plné rozvinuté IM

- papillomavirové infekce
(bradavice)

- u HHV-8 a dalSich
virovych infekci




Klinické souvislosti

Flu-like sy.
Teploty nejasné Encefalitis/
etiologie, slabost, Encefalopatie

myositidy ...

Respiracni
onemochéni

Hepatitis

Gastroenteritis Nefritis, cystitis, Myelosuprese

Astrovirus VA1I/HMO-C: An Increasingly

Recognized Neurotropic Pathogen in
Immunocompromised Patients

Julianne R. Brown,"? Sofia Morfopoulou,® Jonathan Hubhb,® 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, NIHR 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 o CID 2015:60 (15 March) e 881




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
burikach
» metoda histologicka z biopsie
* metoda cytologicka

Metody virové detekce - pfima

Elektronova mikroskopie

Prvni fotografie viru byla publikovana v roce 1939. Dal&i vyvoj EM tuto
techniku zavedl! do rutinni virologické diagnostiky, protoZe rizna morfologie
virovych &astic pfispiva ke klinické detekci.

| Poliovirus

Herpesvirus — well documented
envelop from cell membrane and
capsid.

: y _ & o
‘ -
Marbnm'e . o

Poxviry molluca contagiosa

Marburg virus jpg com/2007/09hivij




Metody virové detekce - pfima

Imunohistochemicka metoda detekce

V soucasnosti pomoci zna¢enych monoklonalnich protilatek.

Detekce pp65 CMV antigenu pomoci fluorescenéniho mikroskopu. zaro;
tpih " Jlryizoom_ima

zoom_images_ang/CMV_Antigenemia_perox php

Metody virové detekce - pfima

Pouziti mikroskopickych metod

+ Histochemické
— v ramci patologicko anatomické diagndzy
» Elektronova mikroskopie
— Pro nékteré typy vzork( a virll se pouziva
— Citlivost niZSi nez u kultivace a PCR
» Opticka mikroskopie
— Muze byt uzite€na orientaéni metoda
* znamky zanétu bez bakterii svédci pro virovou etiologii
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Lokalizovana EBV-LPD (NHL)
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Metody virové detekce - pfima

Kultivaéni metody

 Kultivace na bunécnych (tkaniovych)
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 provadét dalsi * nékteré viry Spatné
vySetieni viru rostou in vitro

o zachycuje Sirsi (delSi doba k detekci)
spektrum vird « prace s TK je obtizna

* riziko kontaminace
bakteriemi (zasto nap.
Mycoplasma sp.) A p| isnémi

12



Metody virové detekce - pfima

Kultivace na TK

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

Cytopaticky efekt - CMV

13



Virus Chripky A na TK

- barveno monoklonalni protilatkou s FITC

LMP-1

i Latentni membranovy
protein EBV

EBER
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* Prokazujeme

Metody virové detekce - pfima

Prukaz virového antigenu

pfitomnost jednoho
nebo uzké palety
agens

Zjistujeme zda je
nebo neni pfitomno,
nékdy lze
kvantifikovat

Metodicky jde o Newiie =l HS

reakci antigen-

protilatka se znamou

protilatkou Senzitivita udavana priblizné  30-40%
v porovnani s PCR (realné =20%).

R line
A line
HS5 line

Sample application

Cena testu priblizné 100-150,- Ké

Antigen Adenoviru v plicni tkani

15



Metody virové detekce - pfima

Pouziti prukazu antigenu

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

* Infekce, které je nutné monitorovat u

definované skupiny pacientd (byvalo napt.
CMV u imunosuprimovanych)

 Infekce, kde je antigen pfitomen
pravidelné a ve velkém mnozstvi
(hepatitida B)

Metody virové detekce - pfima

Prukaz nukleovych kyselin

* Prokazujeme jedno nebo nékolik malo
agens Vv reakci (singleplex vs. multiplex)
* RozliSujeme metody
— amplifikacni NK (PCR, NASBA), amplifikace signalu
- citlivé
— bez amplifikace (genové sondy) - méné citlivé
* Rychly s dalSim potencialem

16



Metody virové detekce - pfima

Moznosti PCR reakci

« Kuvalitativni
+ zakladni diagnostika, rizna citlivost

» prokazujeme jen pfitomnost nebo nebo
nepfitomnost 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  prUkaz i nezivych
* vysoce specificka agens, zbytk( NA
« Ize kvantifikovat * riziko inhibice,

faleSnych pozitivit

17



Metody virové detekce - pfima

Vyuziti real-time PCR
» Kvantifikace agens a stanoveni prognézy
» Monitorovani pacientd v imunosupresi (v€asné nasazeni
lecby)
* Monitorovani lIé€by virostatiky (detekce rezistence,
pacientl - nonresponder()
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Metody virové detekce - pfima

Sekvenace a uréeni agens podle
databaze

UrCi se sekvence bazi vybraného useku
nukleové kyseliny a podle ni se v databazi
najde odpovidajici agens

Ve virologii se k rutinni diagnostice
pouziva méné

Zalezi na kvalité databaze

Zatim spiSe doplnkova

18



Metody virové detekce - pfima

Detekce NK pomoci CHIPovych technik

Od roku 2000 se objevuji detekce mikrobiologickych
agens i pomoci CHIP(.

Tento postup je vyuzivan i pfi objevech novych viura
jako napfiklad vird WU a Kl v roce 2007 ve vzorcich
z respirac¢niho traktu.

Srovnani jednotlivych metod
— podle citlivosti

* PCR a kultivace pomnozuji vstupni davku
agens — citlivé
— PCR zavisi na volbé metody (typ primerd,
multiplex...)
— Kultivace zavisi na zkuSenostech laboratofe a typu
agens (rustovych narocich)
» Prukaz antigenu pracuje jen s tim, co bylo v
odebraném vzorku — menSi citlivost

» Mikroskopie je spiSe orientacni

19



Srovnani jednotlivych metod
podle specificity
Kultivace ma minimum falesné pozitivnich
reakci

PCR — zalezi na kvalité provedeni i na
kvalité primeru — navic neprokazuje jen
Zivé aktivni agens

Prukaz antigenu ma niz8i specificitu

Srovnani metod podle rychlosti

Prikaz antigenu — vysledek obvykle do
minut az desitek minut

PCR — vysledek Ize ziskat za nékolik
hodin (podle organizace prace)

Kultivace — trva obvykle dny az tydny

20



Srovnani metod podle Sife zabéru

* PCR a prukaz antigenu prokazuji pouze
konkrétni hledané agdens (s vyjimkou sekvenace)

» Kultivace ma podle sady pouzitych tkani
SirSi zabér

» Elektronova mikroskopie zachyti nejSirsi
spektrum (ale vyzaduje znaéné zkusenosti)

Prikaz protilatek je pouze
prukaz reakce ¢asti
imunitniho systému na
antigen - infekci.

21



Prukaz protilatek

* Prokazuje reakci imunitniho systému na
infekci

* Lze prokazovat imunoglobuliny v
jednotlivych tfidach (IgG, IgM, IgA)

» V pocatecni fazi infekce se protilatky jesté
netvori

* Neni vhodny k monitorovani léCby

Hlavni vyuziti prikazu protilatek

* Viroveé infekce s velkou celkovou odezvou
(chfipka, zardénky, hepatitidy)

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

» Celkové infekce jednobunéénymi parazity
(toxoplasméza)

22



Kde ma prikaz protilatek maly nebo
omezeny vyznam

* |Infekce intracelularnimi bakteriemi
(Tuberkul6za)

* Infekce lokalni (nekomplikovana salmoneldza,
angina, mocoveé infekce)

* Reaktivace perzistentnich infekci (opar)
* Detekce infekci a reaktivaci u

imunosuprimovaného pacienta
(iatrogenné i pfirozené)

Klasické metody priikazu protilatek

Vazba komplementu

» dobra specificita, uspokojiva citlivost, levna.

« Vyuziti: hlavné dg. respiracnich virovych infekci
Virus neutralizacni test (VNT)

+ modifikace kultivaéniho testu, kdy je pfidano testované
sérum a jsou-li pfitomny neutralizacni protilatky, je virova
vazba na citlivé buriky blokovana a k infekci bunék nedojde.

Inhibice hemaglutinace
« specifickd, uspokojiva citlivost, levna.
Aglutinacni a precipitaCni reakce
» specificka, méné citliva, levna
Hlavni nhevyhodou je nutnost vysSetrovani parovych
vzorku séra

23



Imunochemické metody

o
ElA (enzymova imunoanalyza), 0
IF (imunofluorescence), e ()
Anti-HMGB1 antibody

RIA (radio imunoanalyza),

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)...

Vyhody: velmi dobra reprodukovatelnost
vysledku, rozlieni tfid imunoglobulind.

vysoka citlivost SRS II TS T
i .. . Q"OO [ ) _OWE S
Nevyhody: vySSi cena, nékdy nespe%.:::?: coan
nalezy " 00000 ©
0 00O
1C CC OIS

Pro¢ muze selhat prukaz protilatek?

» Vyznamna cast infekci je zlikvidovana
nespecifickou imunitou
(nedojde k aktivaci specifické imunity)

» Je zvolena malo citliva metoda, nevhodna
metoda nebo pfiliS Casny odbér

* Infekci zpUsobilo jiné agens, nez hledame.

24



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
pouzitého antigenu — ¢asto obtizna standardizace

— Imunitni systém kazdého jedince reaguje
unikatné.

Detekce virus specifickych lymfocyti

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

4




Detekce virus specifickych lymfocyti

26



Odbér materialu ke kultivaci

* Odbér v akutni fazi infekce

* Odbér z mista nejvyssiho vyskytu agens
— dulezita je znalost patogeneze infekce

» DostateCné razantni odbér
(ziskani dostateCného mnozstvi materialu)

70

60
oz . v p 50
Protilatkova odpovéd : R — virovd DNA

na virovou infekci a
detekce viru v CSF

~
=)

% pacientd
w
S
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r \ I protilatky

12345 67 8 9 101112131415161718
dny od zacatku onemocnéni

~
1=

=)

=}

Odbér na primy prukaz agens

» Prikaz antigenu (a NK bez amplifikace)
— Velmi dulezity je odbér dostate¢ného mnozstvi
materialu v akutni fazi
 Prdkaz NK s amplifikaci

— lze vyuzit i tehdy, kdyZ mnoZstvi a zZivotaschopnost
agens klesaji (ale ani zde ne neomezené!)

— nutno volit specialné Cisté odbérové a transportni
soupravy (riziko dezintegrace DNA a hlavné RNA)

27



Transport

 Pro kultivacni vySetreni

— transportni medium podle doporuceni laboratore
— uchovavani a transport pfi chladni¢koveé teploté
— dulezita je rychlost transportu (do 24 hod)

Pro prikazy antigenu

— nutno zabranit znehodnoceni vzorku

Pro prikaz NK

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

Co je dulezité pro komunikaci s
laboratori

Védet, co pozaduiji

(spravné polozit otazku - diferencialné diagnosticka rozvaha)
Védét, co a jak rychle je mozné vysSetfrit
Znat patogenezi infekce a zadavat
vySetfeni v souladu s ni

Umét komunikovat s pracovniky laboratore

28



Co by méla poskytnout dobra
laborator

« Standardni vysledek v rozumném Case
» Nadstandardni vySetfeni u tézkych stavl
» Konzultovat vhodna vySetreni

* Interpretovat vysledek vySetreni pfipadné
poradit dalSi postup a terapii

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

Nez indikujete néjaky test, musite
védét co delat, dopadne-li
1. pozitivné, 2. negativne.
Pokud mate na obé eventuality
stejnou odpovéd, je test
zbytecny.
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