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uvoD

Respiracni infekce jsou nejCastéjsi pfi¢inou, pro kterou ptichazi pacient do
ordinace praktického lékafe. VéEtSina akutnich respiracnich infekci je vyvolana viry,
frekvence jejich vyskytu je udavana od 80 do 95 procent. V Ceské republice ma vétsina
respira¢nich infekci sezonni charakter, s vy$§im vyskytem od jara do podzimu.

Akutni respira¢ni infekce vyvolava az 200 raznych virt, ti nejCastéjsi virovi
ptvodci patfi do celedi Paramyxoviridae, Pikornaviridae, Koronaviridae a
Adenoviridae. Kazdorocni epidemie vyvolavaji viry chiipky typu A a B z celedi
Orthomyxoviridae, které byly v minulosti uz pfi¢inou né€kolika pandemii, ty vedly k
umrti miliond lidi. Chiipka je vSak Casto zivot ohroZujicim onemocnénim, v podvédomi
laické vetejnosti je od dob tzv. ,,Spanélské chiipky* z roku 1919, ktera si vyzadala vice
obéti na zivotech nez prvni svétova valka.

Riziko virovych respiracnich infekci je také pravidelné ptipominano vzdy po
identifikaci novych patogenti respiracniho traktu (t€Zky akutni respira¢ni syndrom —
SARS, MERS - CoV, lidsky metapneumovirus — hMPV), vypuknuti pta¢i chiipky
V Asii a obecné celkovy vzestup akutnich respiracnich infekci v poslednich letech.

Laboratorni diagnostika respira¢nich virt mé vyznam nejen epidemiologicky, je
v mnoha ptipadech diilezitd pro stanoveni piivodce respiracniho onemocnéni a pro
zahajeni antivirové terapie. Vyznamnou ulohu mé laboratorni diagnostika chiipkovych
virk také sohledem na jejich genetickou nestabilitu. Je zakladem pro vyvoj

protichiipkovych vakcin pro dalsi respiracni sezénu.
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TEORETICKA CAST
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1 RESPIRACNI VIRY

Respiracni viry se vyskytuji pfevazn¢ sezénné a postihuji vSechny vekové
kategorie lidi. Mizou mit banalni charakter, avSak né¢kdy mohou byt i Zivot ohrozujici.
Respiracni viry patfi k nej¢astéjSim pfi¢indm vzniku nemoci. Diky novym mutacim
téchto viri se cCasto objevuji epidemie, které se velmi rychle §ifi. Délime je na
onemocnéni hornich a dolnich cest dychacich, s onemocnénim hornich dychacich cest
prichdzeji Casto pacienti k praktickym Iékaiaim. Respira¢ni infekce jsou nejcastéji
vyvolany obalenymi RNA viry. Obal viru dovoluje pfilnuti k respiracnimu epitelu, ten
je chranén hlenovou vrstvou. Pouze rhinoviry jsou neobalené a nejdiive napadaji oblast
nosu, zde neni souvisld hlenova vrstva diky pfitomnosti ¢ichového organu. Tyto viry
napadaji respiraéni epitel, ale za normalniho pribeéhu se v hlubsich tkanich nemnoZzi. Pi1
destrukci epitelu mtze dojit k vzniku virémie, kterd zptisobuje tézky pribéh nemoci. To
je spojené s vyplavenim cytokinii a celkovou reakci. K nakazeni ostatnich organt
dochazi pouze vyjimecne. Nékazy vzniklé témito viry maji akutni povahu, kratkou
inkuba¢ni dobu, rychly pribéh a nepfechdzi do chronickych forem. Pii ochrané
organismu pracuje predevsim interferon, specifickd imunita se spiSe neaktivuje nebo jen
kratkodobé€. Projevy respiracnich virti jsou velice podobné a nedaji se rozlisit jednotlivé

druhy. Jen onemocnéni chiipkou typu A ma specificky prubéh. [1,2,3]
1.1 Stavba virionu

Virovou ¢astici nazyvame virion. Nukleotid tvofi vnitini ¢ast virionu, ten
obsahuje nukleovou kyselinu a je obalen bilkovinou kapsidou. Celé¢ dohromady tvofi
nukleokapsidu. Ne¢&které¢ viry jsou tvoiené pouze nukleokapsidou. Jiné maji
nukleokapsidu ulozenou ve virovém obalu. Kapsida je tvofena stejnymi bilkovinnymi
podjednotkami tzv. protomery. Podle uspoiddéni protomer rozliSujeme kapsidu se
symetrii kubickou nebo spirdlni. Obal se vétSinou skladd z vnitiniho proteinu neboli
matrix a zevniho lipoproteinového komplexu. Komplex tvofi lipidova dvojvrstva
Z bunéénych membran a virové glykoproteiny. Viry maji riznou velikost a tvar.
Obsahuji nukleovou kyselinu, ktera je nositelkou genetické informace pro svoji tvorbu a
nositelkou infek¢nosti, schopnost zmnoZeni v hostitelské bunice. RozliSujeme DNA viry

a RNA viry. [3]
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1.2 Reprodukce virt

V buiice se viry rozmnozuji pomoci reprodukéniho cyklu, ktery je rozdéleny do
nékolika krokl. Nejdiive virus vstoupi do vhodného mista v bufice a poté zacne syntéza
jednotlivych virovych slozek a dozranim novych viriond cyklus konéi. Cyklus dobéhne
do konce pouze ve vnimavé butice a poté se z ni vyplavi nové infekéni viriony. Pokud je

bunka nevnimava, cyklus neprob&hne vibec. [3]
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2 DRUHY RESPIRACNICH VIRU
2.1 Virus chfipky

2.1.1 Historie

Chtipka je v literatuie popisovana jiz velice dlouho, spolehlivé popisy pochazeji
z 16. stoleti. Ve stiedovéku se v Italii pouzival nazev influenza, aniz by se védél
puvodce vyskytu nemoci. Virus chiipky se déli na typ A, B a C. V roce 1933 objevili
virus chiipky A W. Smith, P. Laidlaw a C. H. Anders. Poté virus chiipky B objevil
vroce 1939 T. Jr. Francis a v roce 1950 byl objeven typ C. Po objevu viru A a B se

zacalo s vyrobou oc¢kovaci latky. [1]

2.1.1.1 Viry skupiny A

HIN1 V roce 1918 Spanélské chiipka, v letech 1977 — 1978 Rusk4 chtipka a
v letech 2009 — 2010 Praseci chiipka

H1N2 Tento virus je prenosny na ¢loveka, prasata a ptaky

H2N2 V roce 1957 Asijska chiipka

H3N2 V roce 1968 Honkongské chiipka

H3N8 V letech 1889 — 1890 chiipkova pandemie

H5N1 V roce 1996 ptaci chiipka objevena v Asii, poté v roce 2004

H7N7 Konska chiipka, nebyl zaznamenan ptenos na ¢lovéka

H7N2

H7N3

H7N9 Tento kmen byl objeven v Cing

HIN2

H10N7

Tabulka 1 Viry chiipky A [4]

Obriazek 1Chripka B
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2.1.2 Charakteristika

Virus chripky patfi do celedi Orthomyxovididae, ktera se déli do rodu
Influenzavirus, kam patii typ A a B, a virus chiipky C je jako zvlastni rod. Virus
chiipky C nikdy nevyvolava epidemie a zpisobuje pouze lehké infekce hornich cest
dychacich. Viry chiipky jsou ¢astice o pruméru 80 — 120 nm, které mohou byt
pleomorfni, sférické nebo vlaknité. Zevni vrstvy obalu chiipkového viru jsou
proménlivé, tvofi je povrchové glykoproteinové antigeny — neuraminiddza a
hemaglutinin. Variabilita zevni vrstvy podmiiuje rozliSeni antigennich subtypti a
variant. U chiipky C chybi neuraminidaza, vrstvu tvofi stabilni hemaglutinin a podobny
enzym jako neuraminidaza acetylesterdza. Je popsano 16 riiznych druhli hemaglutinint
virGl chiipky A (H1 — H16) a 9 riznych typid neuraminidaz (N1 — N9). Obal viru je
tvofen osmi koncentrickymi vrstvami. Protein M1 tvofi vnitini vrstvu obalu. Je to
stabilizator virové castice a je velmi potfebny pro dozrani virionu a uvolnéni
Z hostitelské buiiky. Nejmens$i transmembranovy protein M2 je vlozen do obalu,
zajiStuje vymeénu viroveho obalu s membranou endosomu a uvolnéni nukleokapsidy do
cytoplazmy. Funkci proteinu M2 inhibuji virostatika 1. generace, ¢imz dojde blokaci
odplasténi viru uvnitf infikované buiiky. Tento protein najdeme pouze u viru chiipky A,
proto antivirotika nejsou u¢innd u viru chiipky B a C. V jadie viru najdeme
nukleokapsidy, které jsou tvorené ¢astmi jednoduchych RNA — Sroubovic s negativné
nabitou polaritou obklopené nukleoproteinem (NP — antigen). Téchto ¢asti v kazdém
viru najdeme 8 nebo 7. Antigenni shift neboli zlom vznika nékdy vyménou za gen
zviteci (ptaci nebo praseci) virti chiipky, tim vznikne novy subtyp a miize dojit ke
vzniku pandemie. Drift ¢ili posun trochu zaméni povrchové antigeny. Tim dojde

k vzniku mensi epidemie a dojde k proudéni viru v populaci. [1,3,4]
2.1.3 Klinicky obraz

Onemocnéni virem chiipky ma rychly nastup, z plného zdravi ndhle zacne
horeckou mezi 38 - 40°C, kterou dopliiuje zimnice, nepiijemnd bolest kloubt a svali a
také velka inava pacienta. Nékdy se mlize objevit bolest hlavy, drazdivy kaSel, bolest
za o¢ima, atd. U oslabenych osob mtize dojit ke komplikacim, které mohou vést az ke
smrti pacienta, v podobé rozsitené chiipkové infekce do vnitfnich organi (primarni
chiipkova pneumonie, chiipkova encefalitida), zavazné bakterialni superinfekce

(bakterialni tracheobronchitida nebo pneumonie) nebo strav plynouci z prudkosti
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infekce. Sekundarni bakterialni infekce zptisobuji zejména stafylokoky, pneumokoky ¢i
Hemophilus inluenzae. Toto onemocnéni postihuje vSechny vékové skupiny. U kojencii
a seniort mize dojit k zavazné formé nemoci, jelikoz kojenci nemaji Gplné vyvinuty
imunitni systém a seniofi ho maji oslabeny. U téchto dvou skupin se muize chiipka

dostat az k zapalu plic ¢i zanétu srde¢niho svalu. [1,5,6]
2.1.4 Pri€iny vzniku epidemii a pandemii

Viry jsou bezjaderné mikroorganismy a velice rychle mutuji. Diky mutacim
doc¢asn€ narusi imunitni systém, ktery ma vytvotfené protilatky proti ur¢itému druhu, ale
ne proti mutacim, které vznikaji. Proto imunitni systém potiebuje néjaky Cas, aby si
vytvofil nové protilatky. U virt dochézi k tzv. bodovym mutacim a podle jejich rozlohy
je oznacujeme jako drift a shift. K malym mutacim v genetické informaci dochéazi u
driftu. Jde o zmény na H proteinu, ktery umi imunitni systém rozpoznat. U téchto virti
muze dojit k reinfekei, 1 kdyz osoby chiipku jiz prodélali. VEtSi zména probiha u shiftu,
ktery méni povrchové antigeny. Mnohdy jde o mezidruhové rekombinace virQ, ty jsou
pak pivodci velmi rozsahlych pandemii. Proto je nutné tyto zmény sledovat, aby mohlo
dojit k vyrobé novych vakcin. Ty se vyrabi podle toho, jaky typ viru se predpoklada
pravdépodobny v dalsi sezoné chiipky. [4]

2.1.4.1 Chripkova epidemie

Pokud je evidovano minimalné 1600 nakazenych na 100 000 obyvatel, tak je
vyhlasena epidemie. Pti téchto epidemiich dochézi i k imrti né¢kterych nemocnych.
Nejcastéji jsou to lidé, ktefi maji poruchy imunity nebo néjaké zavazné onemocnéni.
Hlavni hygienik vyhlaSuje chiipkovou epidemii. Na strankéch Statniho zdravotniho

ustavu je mozné sledovat stav vyvoje chiipkovych onemocnéni.[4]

2.1.4.2 Chripkova pandemie

Postihuje velké skupiny lidi v riznych statech i1 kontinentech. Pandemie nastava,
pokud dojde Kk zietelné mutaci viru a zvySeni jeho virulence. V roce 1918 — 1919 se
z USA rozsitila pandemie Spanélské chtipky, ktera dostala nazev podle statu, ve kterém

byla nejvice rozsitena. Ve Spanélsku v jednom mésici zemielo asi 8 miliont lidi. [4]

2.1.5 Terapie

15



Diagnostika respiracnich viri Marie Slukova 2017

V piipadé¢ nekomplikované formy chiipky je doporucovan klid na lizku a
symptomaticka terapie, ktera spoc¢iva v podani antipyretik, analgetik a antitusik. Je také
velmi dilezité dodrzovat pitny rezim. Pfi vysokych teplotach se doporucuji chladivé
obklady. Dulezité je také dopliiovat télu potiebné vitaminy. Pfi ucpani dychacich cest je
mozna inhalace solnych a eukalyptovych roztokd. Na rymu muizeme pouzit nosni
kapky. Pokud dojde k tézkému pribéhu, je mozné podat antivirotika amantadin nebo
rimantadin, ¢i modernéj$i zanamivir a oseltamivir. Jako prevenci lze podat vakcinu,
ktera se vétSinou aplikuje uZ pred obdobim hrozici epidemie. Musime vybrat nejnoveéji
vyrobenou vakcinu, ktera bude namifena proti aktualnimu nebezpec¢nému subtypu viru.

[1, 6]

2.1.6 Rozdil mezi chfipkou a nachlazenim

Priznak Nachlazeni Chripka
Prevence o¢kovanim neni Prevence oCkovanim je
mozna mozna

teplota mén¢ Casto (obvykle do 38° C) | vysoka (i pies 39° C)

bolest hlavy ziidka vyrazna

ryma casto nekdy

kychani casto nekdy

kaSel mirny suchy, drazdivy,
vycerpavajici

bolest v krku Casto nékdy

bolest kloubti a svalti mirna velmi vyrazna

celkova inava, slabost a mirna vyrazna od pocatku

vycerpanost nemoci, muze
pretrvavat 2 -3 tydny

komplikace zanét, vedlejSich dutin nosnich, | zanét plic, zanét

zanét stfedniho ucha stfedniho svalu, mohou

ohroZovat Zivot

lécba jednoducha a kratkodoba muze byt komplikovana
a dlouhodoba

Tabulka 2 Rozdil mezi chi‘ipkou a nachlazenim [4]

2.2 Respiraéni syncycialni virus

2.2.1 Charakteristika

Patfi do rodu Pneumovirus a je pro ¢lovéka patogenni. U velmi malych déti je
nejvyznamnéj$im pivodcem infekce dolnich cest dychacich. Nemoci jsou zasaZeny
déti, které jsou postizeny bronchopulmonalni dysplasii a neuromuskularnim postizenim.
Vytvaii syncycia, ktera jsou tvofena z mnohojadernych infikovanych bunék. Virus je

velmi nestabilni a tvarové rozmanity. Velikost je riznd, od 150 az 300 nm. Od ostatnich
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paramyxovirQ se 1i$i tim, Ze spirdla nukleokapsidy uvniti virionu je uzsi a malé vybézky
na povrchu obalu nemaji hemaglutinacni ani neuraminidasovou aktivitu. Vybézky
obsahuji protein F, ten odpovida za splynuti napadenych bun¢k, glykoprotein G, ktery
zajiStuje prilnuti virionu na bunécné receptory a hydrofobni protein SH, u kterého
nezname jeho funkci. Hlavnimi antigeny jsou proteiny F a G, protilatky proti témto
antigenim chrani organismus pied nakazou. Protein M je pod obalem. Replikasu RNA

tvoii ¢tyfi proteiny (N, P, L a M2) a s genomovou RNA tvoii nukleokapsidu. Virus je

velmi nachylny a Spatné se uchovava.[1,3]
2.2.2 Klinicky obraz

V prvnich mésicich Zivota je velmi vyznamnym patogenem dolnich cest
dychacich. V nosohltanu zacina jeho zmnozeni a vice jak v 50 % ptipadi zlstane
infekce v ¢asti hornich dychacich cest. Pii vdechnuti nakazeného sekretu pronika do
dolnich cest dychacich a §ifi se do ostatnich bun¢k. Tvoii soubuné, které umoznuji
Sifeni viru a odolnost proti protilatkdm. Nakazy probihaji vétSinou v zimnich mésicich,
objevuji se jak v nemocnicich, tak rizné¢ komunitné. Zdrojem nékazy je Clovék a je
pienasena kapénkami a infek¢nima rukama. Pribéh je nejhorsi u kojencii v obdobi mezi
2. — 7. mésicem zivota. Respiracni syncyciadlni viru zacind vétSinou jako normalni
nachlazeni a projevuje se postizenim hornich cest dychacich vcetné zanétu sttedniho
ucha u velké ¢asti déti. Pouze v zavaznych ptipadech zhorsuje kasel a sipavé dychani,
coz vede k dyspnoi, tachypnoi a cyan6ze. U imunodeficitnich déti mize nemoc skoncit
jako bronchiolitis nebo intersticialni pneumonie. I po skonCeni nemoci maji déti
vétsinou poskozené dychaci ustroji, dochazi k opakovanému kasli, Spatné ventilaci plic,
piskéani na hrudniku a n¢kdy k rozvinuti bronchialniho astmatu. U starych lidi zptisobuje
respirani infekce a tézké pneumonie. Z nazofaryngeédlniho sekretu, aspiratu nebo
bronchoalveolarni lavaZze miiZzeme urcit piivodce viru, nejcastéji metodou PCR. Pomoci

sérologie miizeme udé€lat neptimy prukaz. [1,3,5,7]

2.2.3 Terapie

Jako 1écba se zatim doporuCuje nespecifickd podplirnd péce. Daéle pasivni

imunizace a podani ribvirinu v aerosolu. Intravenézni lidsky imunoglobin nebo
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humanizované! mysi monoklondlni protilatky proti proteinu F se podavaji jako pasivni

imunizace. [3]

Obrazek 2 Prikaz Respiracniho syncycialniho viru pomoci fluorescence v tkanové kulture VERO

2.3 Rhinoviry

2.3.1 Charakteristika

Patii mezi pikornaviry, které jsou specifické pro dychaci ustroji, z feckého
rhinos — nos. Jsou nebezpecné pouze pro lidskou populaci, nemnozi se ve stfevé a pri
pH niz§im neZ 6 jsou inaktivovany. Jsou stabilni pfi teploté¢ mezi 24 — 37 °C, v nosnim
sekretu 1 po zaschnuti vydrzi byt infekéni 1 nékolik dni. Lidskych antigennich typi
rhinovirti je velmi mnoho, zatim byly popsany serotypy 1A, 1B a 2 — 100. Obtizn¢ se
kultivuji a pro uspéSnou kultivaci je tfeba napodobit situaci nosni sliznice. U lidské
populace vyvolavaji vice nez polovinu piipadl infekéni rymy, tedy bézného nachlazeni.
Nékdy u malych déti a starSich lidi miZou vyvolat zanéty bronchii a plic. Sliznice

nosohltanu je pro né vnimavéjsi nez sliznice dolnich cest dychacich. [3]

2.3.2 Kilinicky obraz

Vv W

Je to nejbéZzné;jsi akutni infekce u Clovéka a miZe minimalné za 50% ptipada

onemocnéni. Vysoky obsah virii nalezneme v nosnim sekretu. Sifi se vzdusnou cestou

'Huminizace znamené, Ze naroubujeme misto na mysi monoklonalni protilatce, které rozpoznava F-
antigen, na molekulu lidského imunoglobulinu.
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pomoci kapének pfi kychani, rukama nemocnych a jinymi kontaminovanymi pfedméty
Vv okoli nemocného. Nejcastéji se ryma objevuje v zimnich mésicich, zejména déti jsou
vnimavéjsi a infekce se u nich objevuje nckolikrat do roka. Diky mnoha existujicim

sérotypim je velmi tézké vyvinout vakcinu. [3]

2.4 Koronaviry

2.4.1 Charakteristika

Jsou to obalené RNA — viry ovalného tvaru se spiralni symetrii, které jsou
sttedné velkeé asi 100 — 150 nm. Jsou lemovany velkymi vyb&zky, takZze nékomu mohou
piipominat pod mikroskopem kvét s korunou okvétnich platkli. Glykoprotein S, ktery
ma fadu biologickych funkci a vaze se na bunécné receptory, tvoii tyto vybézky. Neékdy
glykoprotein S mize za splyvani infikovanych bunék, nékdy navozuje fusi virového
obalu s bunéénou membranou a zajistuje vznik neutraliza¢nich latek i bunééné imunity.
Nékdy miiZzeme naleznout malé vybézky, které jsou tvofeny glykoproteinem HE. Ten se
vaze na kyselinu neuraminovou na bunééné membrané, ¢imz odpovidd za virovou
hemaglutinaci a hemadsorpci. Lipidovou dvojvrstvu propléta glykoprotein M. Spirala
nukleokapsidy je uloZzena uvnitf virionu, ta obsahuje fosfoprotein N, ktery
nukleokapsidu ve spojeni s glykoproteinem M stabilizuje. Jsou citlivé k vnéjSim

podminkam a vétSinou jsou dezinfekénimi prosttedky usmrceny.[3]

2.5 Virus Parainfluenzy

2.5.1 Charakteristika

Lidské viry parainfluenzy 1 a 3 patii do rodu Respirovirus. Nazev je odvozen
podle toho, ze vyvolava respiracni infekce, ale je rozdilny od virG chiipky a zacal se
pouzivat v 50. letech. Parachiipkové viry se méni pomalu a né tak jako virus chiipky.
V téle se obvykle mnozi ve vstupni brané infekce, tedy na sliznici dychaciho traktu a
odtud se 1 poté vylucuji. U dospélych osob vétSinou probihd mirné. Za vznik
neutralizacnich protilatek jsou zodpovédné protekéni antigeny, které tvoii proteiny HN
a F. Sekrecni protilatky IgA jsou velmi dilezité, aby nedoslo k reinfekci. Protilatky IgA
Casto u malych déti selhavaji, a proto u nich ¢astéji dojde K reinfekci. V détském veéku
pusobi riiznorodé respiracni infekce, jde o lehké horecnaté katary dychacich cest az o
tézké stavy, jako croup (stenozujici laryngotracheitis), bronchitis, bronchiolitis a

pneumonie. Pneumonie je castéjsi u typu 3. U dospélych jde vétSinou o lehké
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nachlazeni bez zvySené teploty. U imunosuprimovanych nemocnych miize byt pribéh
vazny az smrtelny. Jedinym zdrojem tohoto onemocnéni je Clovék a prendsi se
kapénkami. Funk¢éni vakcina proti parachiipce dosud nebyla vyrobena.

Virus parainfluenzy 2, 4a a 4b patii do rodu Rubulavirus spolu s virem piiusnic.
Do této skupiny byly pfefazeny na zaklad¢ rozdilu v genomu, i kdyz se typim 1 a 3
podobaji. Tyto typy parachiipky jsou méné patogenni a typy 4a a 4b se vyskytuji spise

vzacné. U déti je nékdy typ 2 Castéjsim ptivodcem croupu. [1,3,7]
2.6 Adenoviry

Jsou zatazovany mezi respiracni viry, avsak jejich chovani v lidském téle je jiné.
Maji pestré klinické projevy diky tomu, Ze snadno pfilnou k riznym druhim sliznice a
vnitinim lidskym organim. Lidsky adenovirus je spojen s 7 az 8 % ptipadi vsech
identifikovanych virovych pfi¢in akutnich onemocnéni hornich cest dychacich, hlavné u

déti mladsich péti let. [1,3,8]
2.6.1 Charakteristika

Byly objeveny v roce 1953 Rowem v chirurgicky odnétich adenoidnich tkanich.
Jsou to DNA viry, které nemaji obal. Maji stiedni velikost a jsou pomérné stabilni.
V dnesni dob¢ zname asi 51 typt antigennich adenovirt. Tento virus se $iti kapénkami,
stolici, z oka do oka kontaminovanymi ruc¢niky, rukama a o¢nimi kapkami. Infekce
hornich cest dychacich u malych déti je zptisobena predevsim typy 1, 2, 5 a 6, které
maji afinitu k lymfatickym tkanim, hlavné Waldeyerova lymfatického okruhu. [1,3]

- . e Tm

Obrazek 3 Prikaz Adenoviru pomoci fluorescence v tkainové kultuie LEP
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3 NOVE VIROVE RESPIRACNI INFEKCE

Diky ockovacim programim jsou tradicni infekéni choroby na tustupu, ale
objevuji se nové patogeny, které pochdzeji ze zvifecich rezervoarii a postupné se
zaCinaji adaptovat na lidskou populaci. Tyto nové respiracni infekce nejcastéji
vyvolavaji rizné RNA viry. Antivirotika plisobi je na malou ¢ast viri a ptiprava
ockovacich vakcin je zdlouhava a drahd, je jedinou nadéji pro odvraceni epidemie
zni¢eni nebezpecnych patogent diive, nez se ptizpusobi. To znamena epidemiologickou
bdélost, kterou zajiSt'uji narodni 1 nadnarodni programy, izolace nakazenych osob a také
vymyceni zvifeciho rezervodru v misté, kde byl zjistén novy vyskyt. Pacienti
S podezienim na ndkazu nebezpe¢nym onemocnénim museji byt izolovani na oddéleni,
které je vybaveno ochrannymi prostiedky na tirovni BSL 3 — 4 (biosafety level 3 — 4).
Oddéleni musi mit specialni stavebni Gpravu kvili bariérovému systému oSetfovani a

filtrovaci zafizeni, aby nedochazelo k tniku kontaminovaného vzduchu. [6]

3.1 MERS CoV - Middle East Respiratory Syndrome
Coronavirus

Jde o formu koronaviru, ktery patii do rodu Betacoronavirus stejné¢ jako virus
SARS. Jde o respira¢ni virové onemocnéni, které bylo vroce 2012 poprvé
identifikovano v Saudské Arabii. Projevuje se stejn¢ jako bézné nachlazeni, ale nekdy i1
multiorgdnovym selhanim. Typickym projev onemocnéni je horecka, kasel a dechové
obtize. Nékdy muze byt pfitomna pneumonie a pomerné Casté jsou i1 gastrointestinalni
ptiznaky. Okolo 36 % nahlaSenych ptipadii nasledkem onemocnéni zemielo. VétSinou
je nakaza zpiisobena lidskymi zdroji, avSak velbloudi pfedstavuji podstatny rezervoar.
Jde tedy o zoozdnu, ale neni jednoznacné, Ze za nakazu mohou zvifeci plvodci
(velbloud, netopyr). Mezi lidmi se tento virus S§ifi pouze velmi blizkym kontaktem.
V roce 2013 se virem nakazilo 49 lidi, ztoho 27 onemocnéni podlehlo. V Ceské
republice se v tomto roce nevyskytl zadny ptipad nakazy timto virem. Dal$i nakaza se
objevila poté v roce 2014. Prvni imrti bylo v franu a poté bylo hlaseno, Ze nasledkem
viru zemfelo jiz 187 nakazenych, tento pocet byl pozd&ji upfesnén na 282 lidi.
Do kvétna roku 2015 bylo virem infikovdno 1250 lidi a ztoho 450 lidi nemoci
podlehlo. Nakaza se rozsifila do Jizni Koreje ze zemi blizkého vychodu. V Ceské

republice byl v nemocnici na Bulovce 16. Cervna hospitalizovan prvni pacient, u
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kterého méli 1ékaii podezieni na toto onemocnéni. Po vysetieni zjistili, Zze nejde o
MERS — CoV. V primarni fazi je velmi tézké nemoc diagnostikovat, jelikoz zacina
stejnymi piiznaky jako nachlazeni a teplotou kolem 38° C. Poté dojde k vdznému
onemocnéni plic a mize zpusobit i akutni selhani ledvin. Letalita neboli smrtnost je u
této nemoci velmi vysokd. K smrti dojde az u 50% nemocnych. Zatim pro nikdy

neobjevil pro toto onemocnéni zadny 1ék. [9,10]

3.2 SARS - Severe Acute Respiratory Syndrome

Toto onemocnéni bylo poprvé zjisténo vroce 2003 v Cing. Poté téhoz roku
Vv jihovychodni Asii doslo k rozséhlé epidemii, kterda zasdhla vice nez 8000 lidi. Takeé
v Kanad¢ doslo k mensi epidemii. Jen diky drastickym opatifenim se podatilo epidemii
zastavit. Slo napiiklad o zabijeni drobnych Selem, u kterych se predpokladalo, Ze jsou
zdrojem nékazy. Onemocnéni vznikd diky novému viru, ktery patfi mezi koronaviry,
jde 0 SARS — CoV. Nejdiive jsou zasazeny pneumocyty a poté dalsi organy (ledviny,
stteva, atd.). Tento syndrom se pfenasi aerosolem z dychaciho traktu, ale i ze stolice a

moci. Inkubaéni doba je zhruba 2 — 10 dni od styku s infekéni agens. [6]

3.3 Ptaci chripka

Patogenem ptak je hlavné virus chiipky A. Rezervoar novych antigennich
variant viru se objevuje u mnoha riznych divoce zijicich druhfi a i u doméacich ptakai.
V roce 1997 byly zjistény ditkazy o moznosti pifimého pienosu viru z ptaka na ¢loveka.
V jihovychodni Asii doSlo k mutaci kmenti chiipky H5N1 (H7N7, H9N2) mezi
divokym a domacim ptactvem. U lidi, ktefi byli s nemocnymi ptaky v piimém kontaktu,
doslo k onemocnéni. Avsak pienos z ¢lovéka na Cloveéka je velmi ojedinély, pouze u
osob, které byli s nemocnymi v pfimém kontaktu a nepouzivali ochranné pomucky.
Ptiznaky se podobaji klasické chiipce a navic se objevuje nausea, zvraceni a prijem. U
tézkého pribéhu, ktery nékdy vede az ke smrti nemocného, se na stav projevi primarni
chiipkovéd pneumonie nebo selhdni vice organti. Ptaci chiipku rozd€lujeme na dva typy
podle charakteru onemocnéni. Prvni typ je vysoce patogenni pta¢i chiipka HPAI® a
druhym je nizkopatogenni ptaci chripka LPAI®. Typ HPAI se velmi rychle §ifi a

zpusobuje zavazné onemocnéni, které velmi Casto vede k umrti nemocného. Mortalita

2 HPAI — highly pathogenic avian influenza
3 LPAI — low pathogenic avian influenza
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n¢kdy muze dosahovat az 100 % do 48 hodin. Druhy typ vyvoldva spiSe mirné
onemocnéni, pacient ¢asto ani nevi, ze nemél normalni chiipku. Patogenita u HPAI je
velmi vysoka a je to zplisobeno piritomnosti receptorti u vnimavého zvifete a virovy
hemaglutinin je rozkladan nespecifickymi protedzami. Zatimco LPAI jsou Stépeny
specifickymi proteazami, proto je virovych partikuld, které se ptichytavaji k receptoru,
velmi malo. V soucasnosti je nejznaméjsi virus HSN1, ktery patti k vysoce patogennim
formam a hemaglutinin je také Stépen nespecifickymi protedzami. U lidi najdeme
receptor pro H5N1 aZ v terminalnich bronchiolech, takZe prinik nakazy je velmi
obtizny. Pacient, u kterého je podezieni na nakazu ptaci chfipkou, musi byt léCen
Vizolaénim rezimu BL 3. Jako prevence se pouzivaji ptisnd protiepidemiologicka
opatieni, které spoc¢ivaji ve vybiti nakazenych chovl driibeze, a tim odvraceni lidské

pandemie. [1,6]
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PRAKTICKA CAST
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4 CILE PRACE

Cilem mé prace je popsat moznosti diagnostiky respiracnich virt. V praci bych
chtéla popsat vySetieni respiranich viri pomoci pfimého a neptimého prukazu. Nejvice
bych se chtéla zamétit na vySetfeni viru chiipky. Dale bych chtéla graficky znazornit
chiipkovou sezénu 2015/16 podle informaci zjisténych na Ustavu mikrobiologie FN

Plzen na Odd¢leni Virologie.
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5 ZASADY VIROLOGICKE DIAGNOSTIKY
5.1 Vybér vhodné metody pro diagnostiku

U nékterych virovych onemocnéni neni diagnostika tieba, jelikoz maji typicky
prabéh, podle kterého je velice jednoduché urcit, o jaké onemocnéni jde. Ale Casto se
projevy onemocnéni u nékterych osob lisi, proto je dulezité zjistit, o jaké virové
onemocnéni jde. Virologickéa diagnostika je dulezitd spiSe pro celou spolecnost, jelikoz
slouzi spiSe k epidemiologickym ucelim a roz$ituje povédomi o virovych infekcich.
Doporuceni k virologickému vySetfeni je tedy spiSe za ucelem epidemiologickym a
z ¢asti vyzkumnym. V soucasné dob¢ se velice Casto virologicka diagnostika vyuziva u
pacientll, ktefi maji virové onemocnéni, aby lI¢kar zjistil, jak4 antivirotika mize nasadit.

A to zejména u imunosuprimovanych a polymorbidnich pacientt. [11]
5.2 Neprimy prukaz

Toto vySetieni neni pro pacienta zatézujici a je lepsi 1 pro personal a laboratof.
Vysetteni nepfimym pritkazem je levnéjsi, rychlejsi a jednodussi. Ale nevyhodou je, ze
vysledek je k dispozici obvykle az po vySetfeni druhého vzorku séra. Vysledek tedy
neni Upln€ piesny a nemizeme se podle n¢j fidit. Da se pouzit pouze, jestlize ma
laboratoi vhodné antigeny do serologického vySetieni. Nepfimy prukaz Ize pouzit u

respiracnich infekei, neuroinfekci, exanteatickych a ostatnich infekci. [11]
5.3 Primy priukaz

Skoro ve vSech ptipadech, az na nékteré vyjimky, je indikovan i pfimy prikaz.
Je velmi dulezité, aby odbér pro piimy prikaz probéhl na zacatku onemocnéni. Plati to
v piipad¢ hepatitidy B, virG chiipky, vird parainfluenzy, atd. Naptiklad u virovych

prujmi je indikovan pouze ptimy prukaz. [11]

5.4 Doporuéeny postup odbéru biologického materialu pro
diagnostiku respiracnich virt

5.4.1 Postup pri odbéru nazofaryngealniho vytéru

Material vhodny pro odbér je vytér nosohltanu, aspirat trachealni, bronchidlni,
bronchoalveolarni lavaz nebo tkan z pitvy (plice, trachea). Veskery materidl pro odbér

biologického materidlu musi byt sterilni. Odbérovd souprava se skladd ze dvou
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vatovych tamponi, zaznamové karty a zkumavky s virologickym odbérovym sérem.
M¢édium pro odbér se musi uchovavat v mraznicce pti teploté -20 = 5° C. Pfed odbérem
je nutné médium rozmrazit. Médium poskytované NRL%se sklada z PBS® o pH 7,4, 2%
roztok BSA® a antibiotika. Pro chiipkové a nechfipkové respiraéni viry NRL doporucuje
2000 j/l penicilinu, 1000 pg/ml streptomycinu a 25ug/ml amphotericinu. Média, ktera
se dodavaji komercné, musi mit podobné slozeni. V prvnich tiech dnech od rozvoje
klinickych ptiznakd, tj. v akutni fazi infekce, ma odbér nejvétsi vytéznost. Proto je
velmi dilezité znat zacatek onemocnéni. Nejdéle I1ze vSak vytér provést maximalné do
sedmi dnti od zjisténi klinickych ptiznakli onemocnéni. Vytér je nejlepsi provést po
ranu nalacno. Pred vytérem nesmi byt pouzity kloktadla a jiné dezinfekcni prosttedky,
protoze by mohly vysetfeni zkreslovat. To mizou zptsobit i zubni pasty. Pacient pred
vytérem zakaSle a jednim vatovym tamponem provedeme stér zadni stény nosohltanu
krouZivym pohybem, abychom setteli co nejvice epitelidlnich bun€k. Nemélo by se
vatovym tampoénem dotykat mandli. Po provedeni vytéru vlozime tampon do
virologického odbérového média a Spejli zlomime o okraj zkumavky. Druhym vatovym
tampoénem vytfeme nosni dirky, Spejli opét vlozime do zkumavky a zlomime asi
V poloviné o okraj zkumavky. Oba tampoény vkladdme do stejné zkumavky, tento
material slouzi k PT PCR a poté i pro izolaci viru, pfip. detekci virového antigenu. Do
zdznamoveé karty musime piesné zapsat daje o pacientovi, tj. jméno, rodné ¢islo, kod
zdravotni pojistovny, vSechny symptomy onemocnéni, dosavadni Ié¢bu, jméno,
odbornost a ICZ odesilajiciho 1ékate a telefon. Material se nesmi zmrazit, ihned ho
ulozime do chladnicky o teploté +2 az + 8° C. Vytér by mél byt co nejdiive po odbéru
transportovan do laboratofe a to pfi teploté +2 az + 8° C, je tedy nutné pouzit chladici

termobox. Doba od odbéru do pfijeti do laboratoie nesmi piesahnout 48 hodin. [12]

5.4.2 Postup pri odbéru sekéniho materialu

Odbér biologického materialu z pitvy provadime co nejdiive po tmrti, nejdéle
do 24 hodin od smrti. Jestlize nalezneme hemorhagickou tracheitidu provedeme stér
Z vice nakazenych mist a uloZime do virologického odb&rového média. Poté malou ¢ast

trachey se slizni, asi Ix1 cm, vlozime do Sroubovaci odbérové zkumavky

* NRL — Narodni referenéni laboratof
5 PBS — Phosphate Buffered Saline neboli fosfatovy pufr
® BSA — Bovine Serum Albumin neboli hovézi sérovy albumin
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s virologickym médiem. Pokud mame k dispozici margindlni zénu pneumonického

loziska také ulozime do média. Pro vzorky z pitvy plati stejny zplsob transportu i
uskladnéni. [12]
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6 PRIMY PRUKAZ RESPIRACNICH VIRU

V odebraném biologickém materialu hleddme ptitomnost infekéniho angens. To

Ize identifikovat elektronmikroskopicky, kultiva¢né, imunologicky nebo geneticky.

6.1 Kultivace na tkanovych kulturach
6.1.1 Odbérova média

Meédia pro odbér je nutné ptipravit. Universadlni médium na chfipku i ostatni
virdzy je s 0,5 % zelatiny, které se ptipravuje pomoci 20 % zelatiny. Tu pfipravime
smichdnim 2g Zelatiny a 8 ml redestilované vody. Vlozime do autoklavu 1at./20 minut.
Takto ptipravenou Zelatinu uchovadvame v lednici a pfed pouzitim rozehiejeme ve vodni
lazni. Poté smichame 97,5 ml E-MEM’, 2,5 ml 20 % zelatiny a pfidame 1 ml PNC?®
$ 200 000 j. PNC a 1 ml GNT. Smés poté rozpipetujeme do odbérovych zkumavek po 4

ml, médium vydrzi v mrazaku pii -20° C asi 3 mésice. [13]

6.1.2 Tkanové kultury
e LEP (lidské embryonalni plice) — jde o fibroblastoidni diploidni buriky,

které jsou izolovany trypsinaci lidskych embryonalnich plic. Plice jsou
ziskany z lidskych plodi zdravych Zen pii interrupci. Kultury jsou
konzervovany v tekutém dusiku a jsou namnozeny do 5. pasaze. V této
pasazi se provadi chromosomalni vySetfeni a test na mykoplasmata.
Takto vytvofené¢ konzervy lidskych diploidnich bun€k jsou vychozim
materialem pro expedici kultur LEP. Tyto kultury rostou
v monolayerech. Médium se pfipravi smichanim MEMD®s 10 % FTS™Y.
Buné¢na populace se pasazuje vpoméru 1:2 a dosahuje density
3x10%cm?. Kultiva¢ni teplota je 37° C. PasaZ provedeme trypsinisaci.
Toto médium se hodi pro respira¢ni viry, ale ne pro viry chfipky.
Populace LEP muze byt pouzito pouze do 20 pasaze, poté se jeho
citlivost k virim velmi snizuje.

e MDCK - je to stabilni kultura, ktera je izolovana z ledviny normalniho

zdravého kokrSpanéla. K prvni takto provedené izolaci doslo v roce

"E-MEM - Minimalni Esencialni Médium

8 PNC — zkratka pro antibiotikum Penicilin

® MEMD — Dulbekovo modifikované Eaglovo médium
0 FTS — Fetalni teleci sérum
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1958. Je to jedna z nejlépe charakterizovanych epiteloidnich bunéénych
linii. Tato linie se udrzuje v kultute vice nez 37 let, sou¢asna bunécna
populace se stale pivodni populaci podoba. Buiiky rostou v monoleyeru.
Médium se ptipravi smichdnim MEMD s 5 % FTS. Bunécné populace se
pasazuje vpoméru 1:3 az 1:6, aby dosihla density 2-4x10%*/cm?.
Kultiva¢ni teplota je opét 37° C a pasaz se provadi trypsinizaci. Jedna
pasaz trva 10 dnii. Tato tkanova kultura se pouziva pro viry chiipky.

e VERO - stabilni bunécné linie z ledvin afrického kockodana zeleného
(green monkey). Tyto buniky maji fibroblastoidni charakter a rostou
pevné prichyceny ke kultivatnimu substratu. Ptiprava média probiha
smichanim MEMD s 10 % FTS. Pasaz probiha stejn¢ jako u MDCK.
Tato kultura se pouziva pro vysetfeni respiraéniho syncycialniho viru.
[13]

Obrazek 4 Na tkanové kultufe MDCK virus chiipky B

6.1.3 Prace s bunkami

Nasazovani buné¢k
a) Trypsinovani — pro tkanové kultury LEP, MK2 a VERO pouzivame trypsin
v PBS nebo trypsin-versen. Pro tkanovou kulturu MDCK pouZivame pouze
trypsin-versen. Dobie narostlou tkanovou kulturu promyjeme sterilnim PBS,

ptidame 0,15% - 0,20% trypsin v PBS trypsin-verzen dle druhu bunék
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b)

d)

Sklenéné kultivacni nadoby

Nahiejeme nad plamenem opacnou stranu zkumavky nebo lahve nez jsou burky.
Kontrolujeme teplotu rukou. Opatrnym kolibanim omyvame tkan. V tu chvili
kdy se zacne tkan uvoliovat, tak slijeme zbytek trypsinu a lahvi zatfepeme o
dlan.

Umélohmotné kultiva¢ni nadoby

Omyjeme celou plochu monomeru trypsinem, slijeme nadbytek a opakujeme
jesté jednou. Nadobu se zbytkem trypsinu dame do termostatu, kazdych pét
minut kontrolujeme a vzdy lahvi zatfepeme od dlan.

Kdyz se uvolni cely bunéény list, tak ptidame Cast rtistového média, oplachneme
buniky a rozvolnime pipetou. Pfeneseme suspenzi bunék do celkového mnoZstvi
rustového média a ldhev jesté jednou proplachneme. Zamichame bunky v celém
médiu a rozpipetujeme dle potieby. Mnozstvi bunék pfi nasazovani urcujeme
bud’ piesné, tj. poc¢itanim, a nebo ptiblizné dle zkusenosti. Na tkanovou kulturu
LEP pouzijeme asi 500 000 bun¢k, na MK2 a VERO asi 1 000 000 bungk.
Bunécné suspenze dodané vyrobcem bunécnych kultur — zmétime objem dodané
suspenze bunck valeCkem, rozvolnime pomoci pipety a spocitd mnozstvi bun¢k
viml

Pocitani bunék: 0,1 ml suspenze si odpipetujeme do zkumavky, k tomu ptidame
0,2 ml 0,5 % vodniho roztoku tropanové modii, po 10 minut pocitdme
v Biirkerové komurce (2x9 velkych ¢tvercd, tj. obé ¢asti komuirky) a z toho
ud€lame prumér. Pocitaji se pouze neobarvené buiiky. Shluky do 3 bunck
pocitame jednotlivé, vetsi shluky jako jeden kus. Vysledek pocitani krat 10 000,
déleno tfemi ndm da pocet bunck v 1 ml. Nafedime suspenzi bunck rastovym
médiem, aby v 1 ml bylo 100 000 bungk, a rozplnime do kultiva¢nich nadobek.
Kultivaéni nddoby popiSeme a ddme do termostatu 37° C.

Vyména média — normalné tkan plné naroste zhruba za 3 — 7 dni, to se odviji od
mnozstvi nasazenych bunék a od charakteru tkanové kultury. Vyménu
provadime po nartGstu monoleyru. Odsajeme ristové médium a vyménime ho za
médium udrZovaci, pouZijeme stejné mnoZstvi jako u ristového média. Poté do
zkumavek, které budeme nésledné infikovat, ddme tolik udrZzovaciho média, aby
s infikujicim materiadlem bylo ve zkumavce 1, 5 ml.

Infikovani — materidl pro vySetfeni musime skladovat, dokud neni vySetieni
dokonceno. Z biologického materialu si musime vytvofit suspenzi. Z hutného
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materialu, napf. stolice, ptipravime 10-20 % suspenzi v odbérovém médiu. 10%
suspenze vznikne smichdnim 0,4 g stolice s 4 ml média. Suspenzi tvofime ve
zkumavkach pomoci sklenénych perlicek, do zkumavky dame asi 1,5 cm.
Tfepeme na tfepacce 15 minut a na noc ulozime do mrazdku. Druhy den
suspenzi centrifugujeme pti 8000 — 10 000 otackach pul hodiny. Z ostatniho
hutného materialu, jako je pitva ¢i biopsie, vyrabime suspenzi v tfeci misce
pomoci motského pisku ¢i skla. Podle potieby miizeme suspenzi zmrazit nebo
hned centrifugovat. K infikovani pouZivime supernatant!!. Tekuty material

smichame v poméru 1:1 s odbérovym mediem. [13]

6.2 MDCK izolace chfipky
6.2.1 Nasazeni bunék

100 000 bunék smichame s 1 ml rastového média E-MEM, které pfipravime
smichanim 5% TS, 1% PNC, 1% Genta, 1,25 % Amphotericinu 1000j. Po nariistu
bunc¢k vyménime medium na udrzovani, tj. GAP — MEM, které pfipravime smichanim

2% TS a antibiotik. [14]

6.2.2 Infikovani

Po pfijmu materialu za¢neme infikovat. Tkanovou kulturu, ktera je pln¢ narostla
na zkumavkéch, dvakrat oplachneme PBS a nainfikujeme 3-4 zkumavky davkou asi 0,1
ml materialu. Absorbujeme 20 minut pii pokojové teploté na nizkém platu. Poté se piida
1 ml média, které je ptipraveno ze 100 ml E-MEM, 0,2-0,33 ml 0,15% trypsinu, 1 ml
Genta, 1 ml PNC a 0,125 ml Amphotericinu 1000j./ml. Poté inkubujeme pii 34°C.
Jestlize buiiky vydrzi v dobrém stavu 10 dnti, tak se nemusi pasazovat. Pokud ne, je

tieba pasazovat 2x-3x, aby se dodrzelo kultivace 10 dni. [14]
6.2.3 Pasazovani

To provadime dvakrat za tyden a to v patek a utery. Hustota suspenze se musi
upravit podle kvality bun€k a €asu, ktery mame na nartist monoleyru. Pouziva se 0,2%

roztok trypsinu ve versenu. Vzorek se musi premrazit v -70° C, poté se slije a ockuje se

1 Supernatant — tekutina nad sedimentem

32



Diagnostika respiracnich viri Marie Slukova 2017

davkou 0,2-0,33 ml na 3 nové zkumavky. Pouziva se médium bez trypsinu, médium

S trypsinem se pouziva pii infikovani. [14]
6.2.4 Priprava krvinek na prakaz viru

Na vyrobu pouzijeme MK krvinky, tedy morceci krvinky nebo lidské krvinky
krevni skupiny 0 Rh negativni. Krvinky sto¢ime v centrifuze 10 minut pti 3000
otackach, tfikrat promyjeme ve fyziologickém roztoku. Slijeme a ve fyziologickém
roztoku promichame sediment, tim si pfipravime 5% krvinky. Pfed hemaglutina¢nim

testem ptipravime 0,5 % roztok krvinek ve fyziologickém roztoku. [14]

6.2.5 Prukaz viru
Provadi se 3., 6. a 10. den kultivace. Médium z kultiva¢nich zkumavek slijeme

do pomocné Spicaté zkumavky. Dame je do stojanku a za né¢ dame fadu aglutinacnich
zkumavek. Do aglutina¢nich zkumavek dame 0,2 ml fyziologického roztoku a ptidame
0,2 ml slit¢ho média z pomocné zkumavky. Poté napipetujeme 0,4 ml 0,5 % krvinek a
prottepeme. Pii pouziti morcecich krvinek inkubujeme 1, 5 hodiny a pii pouZiti
lidskych 45 minut. Zaroveil zpracovavame negativni kontrolu z media slit¢ho
Z nenainfikovaného monoleyru MDCK. Do slitych zkumavek nalijeme 1,1 ml
chiipkového média. Pfi zjiSténi pozitivity odpipetujeme cast média z pomocné
zkumavky a udélame imunochromaticky test na prikaz antigenu Coris chiipka A, B.
Nebo udélame sklicko =z pozitivni kultivaéni zkumavky a odbarvime na
imunofluorescenci pomoci soupravy IMAGEN. Na desti¢ce s jamkou V udé€lame titraci

antigenu (médium z pomocné zkumavky). [14]

6.2.6 Titrace antigenu

Od druh¢ jamky desticky nakapeme 0,05 ml fyziologického roztoku, do prvni a
druhé jamky nakapeme 0,05 ml média z pomocné zkumavky. Rotatiterem s velkymi
klickami rozfedime antigen. Pfiddme 0,05 ml krvinek. Inkubujeme dle ptislusnych
krvinek a pfecteme titr antigenu. Pfi zjiSténém titru 1:8 a vySe, posildme cast média

z pomocné zkumavky do NRL pro chiipku Praha na identifikaci. [14]
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6.3 PCR — Polymerazova retézova reakce

PCR z aglického Polymerase Chain Reaction. Jde o metodu rychlého a
jednoduchého zmnozeni tseku DNA, ktera je zalozena na principu replikace
nukleovych kyselin. Usek DNA, ktery chceme zmnoZit, neboli amplifikovat, musi byt
ohrani¢eny primery. Primer je kratky oligonukleotid DNA. Z vzorového tuseku DNA
vznikne az milion kopii o maximalni délce 10 tisic nukleotidii. Aby syntéza vldkna
mohla zacit, je nutné pouzit termostabilni DNA polymerdzu bakterie Thermus aquaticu,
tedy Taq polymerazu. Cely proces probihd v pfistroji, ktery se nazyva termocykler.
o desitky stupiii Celsia. Na konci procesu PCR ziskame veliké mnozstvi kopii piivodni
sekvence DNA. PCR je velmi citlivdA metoda, umi najit 1 jednu molekulu DNA ve
vzorku. Proces PCR se sklad4d ze tii kroki a to z denaturace, nasednuti primert a
syntézy DNA. Pti denaturaci se po dobu 20 — 30 sekund DNA zahiiva na teplotu 94 —
98° C. Vtomto kroku dochazi k poruseni vodikovych mustki a rozvolnéni
dvousroubovice DNA. Poté primery nasednou na jednovldknovou molekulu DNA.
Teplota se snizi na 50 — 65°C a tim dojde k nasednuti primert na urcitd mista DNA.
Poté na dvouvldknové useky DNA-primer nasedne DNA polymeraza. Poslednim
krokem je syntéza DNA. Teplota v této Casti je nastavena podle pouzité DNA
polymerazy, nejvice pouzivana Taq polymeraza, kterd ma optimum aktivity pii 78 - 80°
C. Dojde ksyntéze ve sméru od 5konce ke 3'konci prirista vlakno DNA
komplementarni k ptivodni molekule DNA. VSechny tyto kroky se opakuji cyklicky za
sebou, nejcastéji je za sebou 30 cykld, coz postaci k namnozeni pivodni molekule

DNA. [15]

4| site ID | Protocol | Sampl...
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Obriazek 6 PCR

6.3.1 PCR Chfipka

Vzorky pro PCR s podezienim na chiipku pfed zpracovanim uchovavame do

dvanacti hodin od odbéru v lednici a poté v boxu pii -80°C. [16]

6.3.1.1 lzolace

Pfi otevieni nové izolaCni soupravy je nutnd piiprav reagencii. Poté si
piipravime potiebny pocet alikvoth roztoku AVL s RNA, ktery se musi pfed pouzitim
nechat rozmrazit, zvortexovat a kratce centrifugovat. Nejdiive smichame 560 ul AVL
S RNA, které ptfed pipetovanim musime opét zvortexovat, se 140 ul vzorku, to
dohromady musime 15s vortexovat a poté stoCit na centrifuze. Inkubace probihd 10
minut, po této dobé musime vzorek opét zvortexovat a nechat stocit. Dale piidame 560
ul ethanolu, ktery je 96 — 100 %, zvortexovat a stoCit. Do popsané kolonky si
piepipetujeme 630 ul suspenze, centrifugovat 8000 RPM/Imin. Poté nadobku pod
kolonkou vylit a do kolonky znovu napipetovat zbylych 630 ul a znovu centrifugovat.
Néadobku pod kolonkou vyhodime a kolonku dame do ¢ist¢é naddobky. Do kolonky
pfiddme 500 pl promyvaciho roztoku AW 1, poté opét zcentrifugovat a ptendat do cisté
nadobky. Poté do kolonky opét napipetujeme 500 pl promyvaciho roztoku AW 2,
centrifugujeme na maximum 3 minuty a pfendame do €isté nddobky. Centrifugovat na
maximum | minutu, ¢imZ dojde k suSeni a poté prendat do sterilni popsané 1,5 ml
eppendorfky. Pfimo na stfed kolonky napipetujeme 60 ul AVE pufru, nechame
inkubovat 1 minutu pfi pokojové teploté a centrifugujeme 8 000 RPM/1 min. Nakonec
kolonku odstranime a k nasledné amplifikaci pouzijeme eluent v eppendorfce. Eluent je
izolat RNA z vzorku pacienta. Mé€lo by se uchovavat do ukonceni amplifika¢niho testu

véetné piipadné typizace v lednici. Typizaci provadime co nejdfive, nejlépe ten den.
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Dlouhodobé skladujeme pii -80° C vcetné piivodniho materidlu. Biologicky material

vyhazujeme az po ukonceni tkanové kultivace. [16]

6.3.1.2 Amplifikace

Pred zacatkem amplifikace je nutné si pripravit reagencie, nejdiive si nafedit
primery, pokud je nemame piipravené v zdsobnich zkumavkach v mrazaku a pfipravit
Master Mix, ktery se piipravuje pied kazdou samotnou amplifikaci. MasterMix
piipravime smichdnim 12,5 pul RT PCR buffer, 5 pul Nucleasse-free Water a 1 ul RT
PCR enzyme MIX. Na vlastni amplifikaci si pfipravime dvé Smart zkumavky na kazdy
vzorek, ktery jsou oznacené stejnym identifika¢nim cislem, ale jsou odliSené pismeny R
a | (podle ptidavanych primerd). Do vSech zkumavek napipetujeme 18,5 pl
piipraveného MasterMixu. Do zkumavek oznafenych pismenem R piidame 1,5 pl
natedéné¢ho zasobniho primeru R. Do zkumavek I dame stejné mnoZstvi nafedéného
primeru 1. Do dvou zkumavek stejného ¢isla ddme 5 pl vyizolovaného vzorku RNA.
Vse musime pied pipetovanim zvortexovat a kratce centrifugovat. Pti pipetovani nutno
ménit Spicky, aby nedoSlo ke kontaminaci vzorkd. Po dokonéeni zkumavky
centrifugujeme a vlozime do SMART CYCLERU dle ptipraveného potadi v ranu.
Vysledné hodnoty kontrolniho (R) vzorku a indentifikacniho (I) vzorku odecitdme ve
FAM. K validnimu odecteni identifika¢nich vzorkl je nutnd pozitivita kontrolniho (R),
coz je interni kontrola pfitomnosti biologické RNA vzorku. Pokud neni kontrolni
vzorek pozitivni, je nutné opakovat izolaci, po opakované negativit¢ nutno opakovat

odbér. [16]

6.3.2 Imunochromatograficky test pro rychlou diagnostiku antigenu viru
chripky A a B v nasofaryngealnich vytérech

Tyto testy jsou velmi malo citlivé, proto je dalezité mit dostate¢nou virovou
naloz. Tento typ testu je ureny pro rychlou orienta¢ni diagnostiku chiipky A a B
V nasofaryngedlnzich vytérech, aspirdtech ¢i bunécnych supernatantech. Nejvyssi
citlivosti je dosazeno v Casné fazi onemocnéni, tj. v blizké dob& od objeveni ptiznak.
Test se sklada ze dvou proti sobé jdoucich stripi, jeden je pro typ A a druhy pro typ B.
Princip testu je zaloZen na imunochromatografickém systému. V jednotlivych stripech
jsou navazany specifické monoklonalni protilatky proti antigenim chiipky A a B.
Specifita testl je zaru€ena monoklondlnimi protilatkami, které jsou zaméfené piimo

proti nukleoproteinovym antigenim chiipky typu nebo B. Tyto protilatky jsou
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konjugované s ¢asticemi koloidniho zlata. Na polyesterové membrané je imobilizovan
konjugat. Konjugat i vzorek se st¢huji kapilarni vzlinavosti po ponofeni testu do
tekutého vysetfovaného vzorku. Pokud se ve vzorku nachézeji antigeny chiipky typu A
nebo B, dochazi pifi kontaktu protilatek vpitych na stripu k vzniku Cervené linky.
Spojeni vzorek-konjugat pokracuje ve st€hovani stripem, ktery obsahuje dal$i cast
systému, tj. polyklondlni protilatka proti kufecimu IgY. Na protilaitku se navaze
prebytek konjugéitu a tim vznikne druha Cervena linka. V ptipadé Zze probehl reakce
spravné, dojde k vzniku druhé linky i u negativnich vzorkd, ¢imz se potvrdi validita
testu. Pokud vzniknout ob¢ ¢ervené linky hodnoti se reakce jako pozitivni na pfitomnost

antigenu chiipky A nebo B ve vySetfovaném materialu. [16]
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7 NEPRIMY PRUKAZ RESPIRACNICH VIRU

Ve vzorku hleddme zndmky imunitni odpovédi na infekéni agens. Hledame tedy

vytvorené protilatky proti konkrétnimu typu onemocnéni.

7.1 Komplement fixa€ni reakce

Specificka protilatka aktivuje specificky antigen za vzniku komplexu, na ktery
se vaze komplement, ten poté ztraci svoji schopnost hemolyzovat krvinky. Proto
piidany indikatorovy systém, ¢imz jsou berani krvinky a hemolyzin) zlistane bez zmény
a krvinky se usadi na dné jamek desticky. Reakce je velmi citlivd na teplotu, pH, pufr a
dodrzeni poméru jednotlivych slozek. Je nutné je pfesné vytitrovat. Reakce se provadi
na mikrotitracnich destickach typu U. Pouzivaji se automatické pipety jedno a
osmikandlové s nastavitelnym objemem na 25 pl a 50 pl a prislusné Spicky.

Komplement je soucéasti krevniho séra, ztoho jej odstranime inaktivaci.
V serologii se pouziva morceci komplement. Je velmi citlivy na zevni vlivy, nejvice na
teplo. Je nutné ho uchovavat lyofilizovany v +4° C. Natfedény uchovavame zmrazeny
rozplnény po alikvotech. Komplement se mlze rozmrazit pouze jednou, poté uz se
nemiize pouzit. V reakci pouzijeme dvé jednotky komplementu. Jednotka znamena
nejmensi mnozstvi komplementu, které zpusobi uplnou hemolyzu senzibilizovanych
krvinek. U novych Sarzi je nutné provést titraci komplementu. Natfedime 2 Fedéni
komplementu 1:25 a 1:50. Pokud je k dispozici kvalitni komplement je mozné ho
natedit i 1:100. Redi se ve vychlazeném KFR pufru, ktery je nafedény 1:5. Ke kazdému

Z téchto fedeéni je nutné pripravit pomocné fedéni ve zkumavkach.

¢islo zkumavky 1 2 3 4 5 6 7 8 9
fedeni komplementu | 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
KFR pufr 09 | 08| 07|06 |05|04 ] 03] 02] 01
mnozstvi 0,02 | 0,04 | 0,06 | 0,08 | 0,1 | 0,12 | 0,24 | 0,16 | 0,1
komplementu v 0,2 ml

Tabulka 3 [17]
Tyto hodnoty komplementu v 0,02 ml plati pro makroreakci. Pro mikroreakci

(0,05ml) to presné¢ neodpovida, ale vypocet jednotek je jednodu$si brat to stejné.
Vysledek je stejny.
Vlastni titraci provadime na destickdch typu U. 50 pl komplementu z vyse

uvedenych fedénich kapeme dopfedu. Dvé fady po deviti jamkach s pocatecnim
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fedénim komplementu 1:25, 1:50. Poté napipetujeme 25 pl antigenu nebo
fyziologického roztoku. Vse protfepeme a pies noc inkubujeme v igelitovém sacku pti
+4° C. Poté inkubujeme jesté jednu hodinu v termostatu pii 37° C bez sacku. Priddme 50
pl hemolytického systému, protfepeme a ulozime na tficet minut do termostatu. Dale
jednu hodinu inkubujeme ptikryté druhou destickou pfi teploté + 4° C. Odecitame proti
zrcatku, jestli doSlo k hemolyze. Jamka s hemolyzou obsahuje jednu jednotku
komplementu. V testu pouzivam dvé jednotky komplementu. Dvé jednotky vypocitame
fedéni komplementu krat deset déleno dvé jednotky komplementu krat sto. Pouzity
antigen fedime podle navodu, ktery udava vyrobce.

Hemolyticky systém ptisobi jako detektor volného komplementu. Jde o smés
stejnych dilti 2% beranich krvinek a 2 — 3 jednotek hemolyzinu, coz je krali¢i imunni
sérum proti beranim krvinkdm. P¥i michéni lijeme vZdy hemolyzin do beranich krvinek.
Hemolyticky systém ptedehiejeme pil hodiny ve vodni lazni 37° C, musi byt pfipraven

vzdy Cerstvy. [17]
7.2 Hemaglutinaéné inhibi¢ni test — HIT

Principem testu je vazba protilatky v séru na ptidany specificky antigen. Touto
vazbou antigen ztraci schopnost hemaglutinace pfidanych krvinek. Proto lze test provést
pouze u virt, které maji schopnost hemaglutinace.

Na mikrotitracni desticce typu V provedeme titraci viru. Od druhé jamky
nakapeme 50 pl fyziologického roztoku. Do prvni a druhé jamky dame 50 pl antigenu
nafedéného 1:10. Od druhé jamky fedime pipetou po 50 pl na 10 fedéni. Ptifadime
jednu kontrolni fadku jen pro fyziologicky roztok. Poté do vSech jamek piidame 50 pl
0,5% krvinek, rizné podle typu viru. Protfepeme a nechame inkubovat. Doba a teplota
je riizna podle druhu pouzitych krvinek. Do reakce davame ctyii jednotky antigenu, to
se rovna hemaglutinacni titr déleno osmi. Odecitani provedeme tim, Ze zvedneme
desticku, otofime a nechame stékat neaglutinované krvinky. Pozitivni vysledek je

kompletni aglutinace a negativni stékajici krvinky. [18]

7.3 ELISA, EIA

Toto vysSetfeni se pouziva pro diagnostiku adenovird, respiracniho syncytidlniho
virusu a parainfluenzy.

Jde o metodu, ktera je vyuzivana ke kvantitativnimu stanoveni fady antigent.

Metoda mé riizné varianty provedeni. Je zaloZena na interakci protilatky a antigenu.
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Protilatka nebo antigen jsou navdzany na enzym. Nejb€Znéji jsou pouzivané enzymy
peroxidaza nebo alkalickd fosfatdza. Chemickou pfeménu substratu katalyzuje enzym,
Substrat je pridan do reak¢ni smési. Substrat se pfeméni na produkt, ktery je barveny.
Poté se stanovuje spektrofotometricky nebo fluorescenéné. Koncentrace produktu je
pfimo umérna koncentraci protilaitky nebo antigenu ve vzorku. Na povrchu
mikrotitra¢ni desticky je nerozpustny nosi¢, na ktery se vaze antigen nebo protilatky. To
poté zjednodusuje oddéleni imunochemicky navazanych molekul.

Postup sendvicové ELISA pro stanoveni koncentrace antigenu. Nejdiive se na
dno desticky navaze protilatka. Po pfidani vzorku probéhne inkubace, pti které dojde
k vzniku komplexu antigen — protilatka. Poté je nutné nenavazany antigen odmyt.
Ptidame druhou protilatku, ktera vaze antigen, na kterém je kovalentni vazbou
piipevnén enzym. Dale probéhne inkubace a odmyti prebytecné protilatky s enzymem.
Nakonec do reakce pfidame substrat. Probéhne katalyzovana reakce enzymem. Poté

dojde k méfeni vysledku reakce. [19]
7.3.1 Anti-Adenoviru ELISA (IgG)

Souprava pro test umoziluje kvantitativni nebo semikvantitativni zkouSku in
vitro na lidské protilatky IgG proti adenoviru v séru nebo plazmé pacienta. Jde o osm
titracnich prouzka s odlomitelnymi reagen¢nimi jamkami, ty jsou potazené antigenem
adenoviru. Nejdiive se v jamkach inkubuji pacientské vzorky. Pokud je vzorek
pozitivni, dojde k navazani specifické IgG protilatky na antigeny. Poté dojde k inkubaci

s enzymoveé zna¢enymi anti — lidskymi IgG, to vyvola barevnou reakce. [20]
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8 CHRIPKOVA SEZONA 2015/2016

V grafu mizeme vidét pocet vySetfovanych pacienti na virus chiipky

V jednotlivych mésicich.

Chfipkova sezéna podle mésicl

zafi |fijen |listopad prosinec leden unor bfezen |duben kvéten

6 3 5 10 11 48 41 9 2

Tabulka 4 [21]
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Chripkova sezona podle mésicu
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Graf 1[22]
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Zde mizeme vidét pocet pozitivnich vysSetfeni u PCR a kultivace na virus

chiipky
Pocet pozitivnich vySetfeni
mésic listopad | prosinec |leden unor bfezen |duben kvéten
Kultivace 0 1 5 6 4 2 1
PCR 5 9 6 41 37 7 1

Tabulka 5 [21]
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V tomto grafu je zobrazeno, zda bylo vysetieni indikovano u pacienti, kteti byli
oSetfeni pouze ambulantng, ¢i Slo o pacienty, ktefi byli zné&jakého divodu

hospitalizovani v nemocnici.

Pacienti
Ambulantni 34
Hospitalizovani 56

Tabulka 6 [21]

Pacienti

B Ambulantni

B Hospitalizovani

Graf 3[22]

43



Diagnostika respiracnich viri Marie Slukova 2017

Vysetfovani pacienti na virus chiipky podle rozpéti véku.

Pacienti podle véku

0-5 let 5
6-14 let 5
15-24 let 5
25-54 let 35
60 + let 40

Tabulka 7 [21]

Pacienti podle véku
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0

0-5let 6-14 let 15-24 let 25-54 et 60 + let

Graf 4 [22]
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Zde mizeme vidét, kolik bylo v poméru na virus chiipky vysetieno muzi a Zen.

Vysetteni podle pohlavi pacientt
zeny 44
muzi 46
Tabulka 8 [21]

Vysetreni podle pohlavi pacientt

44 Zeny

B muzi

Graf 5[22]
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DISKUZE

Cilem mé préace bylo popsat diagnostiku respiracnich virti. V praci jsem popsala
ptimy a neptimy prikaz viru. Zjistila jsem, ze pfimy i nepiimy prikaz ma v diagnostice
své misto. Ob¢ metody jsou pouzivané. Pii pifimém prikkazu pouzivame k vysetieni
kultivaci nebo PCR. U neptimého priikkazu se opirdme o komplex antigen-protilatka.

Dalsim cilem bylo zhodnotit graficky chiipkovou sezonu 2015/2016.
Z informaci z jisténych na Ustavu mikrobiologie FN Plzeii na Oddéleni virologie jsem

zpracovala nékolik grafli, které zobrazuji, jak chiipka v této sezoné probihala.
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ZAVER

Laboratorni diagnostika respirac¢nich vird se opird o metody pifimého priukazu,
zaroven ale i o metody nepiimé, serologické, které detekuji protilatky proti jednotlivym
respiracnim agens.

Mezi metody piimého prikazu virt patii Kultivace (izolace) vird na tkanovych
kulturach, prikaz virové nukleové kyseliny metodou RT-PCR a prikaz virovych
antigeni pomoci technik imunochromatografie nebo imunofluorescence. Podminkou
pro Uspésny piimy prikaz viru je spravné odebrany material z dychacich cest, ktery je
naCasovan na zaCatek onemocnéni, optimalni je 3. az 5. den od zacatku infektu.
Respiracni materidly odebrané s vétsim cCasovym odstupem od zacCatku onemocnéni
nejsou vhodné hlavné pro kultivaci zivotaschopného viru, ale i pro RT-PCR
diagnostiku nukleové kyseliny vzhledem k poklesu piitomné virové naloze. Prikaz
virového antigenu ustupuje Vv poslednich letech do pozadi pro malou citlivost a
vytéznost této metody.

Metody nepfimého prikazu maji v laboratorni diagnostice respira¢nich virt
rovnéz své opodstatnéni a jdou ruku v ruce s metodami prukazu ptimého. Enzymaticka
imunoanalyza patii jako reakce se znaCenymi slozkami mezi nejcastéji pouzivanou
metodu prukazu protilatek v jednotlivych téidach ( IgG, IgM, IgA). Komplementfixa¢ni
reakce (KFR) a hemaglutinaéné inhibi¢ni test (HIT) patii mezi klasické serologické
metody K prikazu Ig total protilatek. Tyto dvé klasické metody maji nezastupitelnou
ulohu piedev§im pii  serologické diagnostice chiipky, pro tuto diagnostiku jsou
doporucovany. Narodn¢ referencni laboratofi pro chiipku a nechiipkové respiracni viry.
Serologicky (neptimy) prikaz vychazi z vySSich titrG protilatek, ale predev§im z
dynamiky protilastek mezi sérem prvnim (akutnim) a sérem druhym
(rekonvalescentnim). Druhé sérum je odebirano s ¢asovym odstupem piiblizné 5 — 7 dni

od séra prvniho, kdy je zde ¢asovy prostor k vytvoteni protilatek.

47



Diagnostika respiracnich viri Marie Slukova 2017

SEZNAM POUZITE LITERATURY A INFORMACNICH
ZDROJU
[1] BENES, Jiti. Infekcni Iékarstvi. Praha: Galén, c2009. ISBN 978-80-7262-644-1.

[2] Popis systému ARI. Www.szu.cz [online]. 2009 [cit. 2017-01-29]. Dostupné z:
http://lwww.szu.cz/publikace/data/popis-systemu-ari

[BJVOTAVA, Miroslav. Lékarskda mikrobiologie specidlni. Brno: Neptun, 2014. ISBN
80-902896-6-5.

[4] Chtipka. Www.symptomy.cz [online]. 2014 [cit. 2017-01-20]. Dostupné z:
http://www.symptomy.cz/priznaky/chripka

[5] GOERING, Richard V., Hazel M. DOCKRELL, Mark A. ZUCKERMAN a Peter L.
CHIODINI, JULAK, Jaroslav, ed. Mimsova [ékaiskd mikrobiologie. 5. vydani. Ptelozil
Jan BOBEK, pfelozil Renata CERMAKOVA, pielozil Karel HOLADA, pielozil Zora
MELKOVA, pielozil Tibor MOSKO, pielozil Jan NOVAK, pielozil Ludmila
PROKESOVA, prelozil Jitina SUCHANOVA. Praha: Stanislav Juhanak - Triton, 2016.
ISBN 978-80-7387-928-0.

[6] KLENER, Pavel. Vnitrni lékarstvi. 4., pteprac. a dopl. vyd. Praha: Galén, c2011.
ISBN 978-80-7262-705-9.

[7] ROZSYPAL, Hanu$. Zdklady infekcniho lékarstvi. V Praze: Univerzita Karlova,
nakladatelstvi Karolinum, 2015. ISBN 978-80-246-2932-2.

[8] Journal of Clinical Microbiology. USA: American Society for Microbiology,
2016, 54(6).

[91 MERS. Www.wikipedia.org [online].  [cit.  2017-02-19].  Dostupné  z:
https://cs.wikipedia.org/wiki/MERS

[10] Zpravy centra epidemiologie a mikrobiologie: MERS CoV. Praha: Statni zdravotni
ustav - Praha, 2015, 24(6,7). ISSN 1804 - 8668.

[11] VOTAVA, Miroslav. Lékarska mikrobiologie - vySetiovaci metody. Brno: Neptun,
c2010. ISBN 978-80-86850-04-8.

[12] Standartni opera¢ni postup pro odbér na virologické vysetieni Ustav mikrobiologie
FN Plzen, virologie, 2017

[13] Standartni operaéni postup pro kultivaci na tkafovych kulturach Ustav
mikrobiologie FN Plzen, virologie, 2017


http://www.symptomy.cz/priznaky/chripka
https://cs.wikipedia.org/wiki/MERS

Diagnostika respiracnich viri Marie Slukova 2017

[14] Standartni operaéni postup pro MDCK izolaci chiipky Ustav mikrobiologie FN
Plzen, virologie, 2017

[15] Polymerazova ftetézova reakce. Www.wikipedia.org [online]. [cit. 2017-03-01].
Dostupné
z:https://cs.wikipedia.org/wiki/Polymer%C3%A1zov%C3%Al_%C5%99et%C4%9Bzo
vo%C3%A1_reakce

[16] Standartni operaéni postup pro PCR chiipky Ustav mikrobiologie FN Plzeti,
virologie, 2017

[17] Standartni operaéni postup pro kultivaci na komplement fixaéni reakci Ustav
mikrobiologie FN Plzen, virologie, 2017

[18] Standartni operaéni postup pro hemaglutinaéng inhibiéni test Ustav mikrobiologie
FN Plzen, virologie, 2017

[19] ELISA. Www.wikiskripta.eu [online].  [cit.  2017-03-01].  Dostupné  z:
http://www.wikiskripta.eu/index.php/ELISA

[20] Standartni operaéni postup pro test Anti-Adenoviru ELISA (IgG)
Ustav mikrobiologie FN Plze, virologie, 2017

[21] Data zjisténa na Ustavu mikrobiologie FN Plze, virologie, 2017

[22] Vlastni zdroj



Diagnostika respiracnich viri Marie Slukova 2017

SEZNAM OBRAZKU

OBRAZEK LCHRIPKA B ..ot aaaassaasssssssasassssnnnes 13
OBRAZEK 2 PRUKAZ RESPIRACNIHO SYNCYCIALNIHO VIRU POMOCI FLUORESCENCE V TKANOVE KULTURE
A (O LR 18
OBRAZEK 3 PRUKAZ ADENOVIRU POMOCI FLUORESCENCE V TKANOVE KULTURE LEP ........covvvvvviviiiinnnns 20
OBRAZEK 4 NA TKANOVE KULTURE MDCK VIRUS CHRIPKY B ....oovviiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeieeeeeeeevevvevvevevsvessennes 30
OBRAZEK SPCR ..ottt ataaassaaaaareeaaranernrnnes 34



Diagnostika respiracnich viri Marie Slukova 2017

SEZNAM TABULEK

TABULKA 1 VIRY CHRIPKY A [A] ..ottt ettt sttt nb et et nne e b nnee 13
TABULKA 2 ROZDIL MEZI CHRIPKOU A NACHLAZENIM [4] ...cvoiiiiiiiiiiiiiiiicee e 16
QLI T0 N 1 ST 38
QLY 0 2N 2 TSRS 41
QLY 0 2N 2 TR RR 42
TABULKA B [21] 1eeeeieeiiteeite ettt ettt ettt ettt e et e e ss e e st e et e e snt e e an e e e nb e e st e e ss e e eneeeenbe e e nreeenneeas 43
QLY A 2 TSR 44

QLY 0 2R I 2 O OTRR 45



Diagnostika respiracnich viri Marie Slukova 2017

SEZNAM GRAFU

(€N o I 7 PO OTRTRURTPRTIN 41
(€Y o 7 PO RTRURPPRTIN 42
GRAF 3 [22] ettt CHYBA! ZALOZKA NENI DEFINOVANA.
LGN 7 OO ROTRTPRTIN 44

(€Y N 27 [OOSR 45



