Diagnostyka wirusologiczna w praktyce
klinicznej

e Ponad 60% zakazen w praktyce klinicznej jest
wywotana przez wirusy.

e Rodzaj i jakos¢ materiatu diagnostycznego
(transport!) oraz interpretacja wynikow badan
jest podstawg dalszego postepowania.



Postulaty Kocha
Odnoszg sie do zakazen bakteryjnych

1. Czynnik zakazny wykrywa sie u chorego osobnika;
2. Czynnik zakazny hoduje sie in vitro z materiatu pobranego od

chorego osobnika.
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Postulaty Kocha

3. Czynnik zakazny wywotuje chorobe po zakazeniu zdrowego
osobnika;

4. Czynnik zakazny moze by¢ znowu izolowany od zakazonego
osobnika (pkt. 3.)
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Postulaty Rivera
* T.M. River, 1937
 Zmodyfikowane postulaty Kocha

1. Wyizolowanie czynnika zakaznego od chorego,
hodowla w komodrkach, przesgczalnosc¢ czynnika
zakaznego.

2. Pojawienie sie podobnych objawow u zwierzat

aboratoryjnych zakazonych patogenem z

nodowli.

3. Ponowna izolacja tego samego wirusa od
zakazonego zwierzecia.

4. Wykrycie swoistej odpowiedzi immunologicznej
wzgledem wirusa.




Metody diaghostyczne w wirusologii

1. Badania bezposrednie
2. Badania posrednie
3. Serologia




Badania bezposrednie

1. Wykrywanie antygenow - immunofluorescencja, ELISA etc.
2. Mikroskop elektronowy - morfologia czastek wirusa.
3. Mikroskop swietlny - preparaty histologiczne (wtrety).

4. Badanie sekwencji genetycznych wirusa - hybrydyzacja, PCR



Mikroskopia

Mikroskop swietlny — wtrety
Mikroskop elektronowy (Rotawirus)
Mikroskopia fluorescencyjna
(bezposrednia/posrednia)




Bezposrednie wykrywanie wirusa

e Mikroskop elektronowy

— bezposrednie wykrywanie wiriondw w probce




Badania posrednie

1. Hodowle komdrkowe: efekt cytopatyczny, immunofluorescencja
2. Zakazenie zarodkow kurzych

3. Zakazenie zwierzat laboratoryjnych



Badania ilosciowe

e Test ,tysinkowy” — tylko wirusy lizujgce - etapy
e Wykonanie szeregu rozcienczen materiatu wirusowego

* Przygotowanie ptytek z hodowlg komore'
e Dodanie rozcieniczen wirusa "
e Zalanie agarem i hodowla

e Policzenie ,tysinek” PFU

Plaque assays - PFU (Plague Forming Unit)



Serologia

Wykrywanie narastania miana przeciwciat w okresie ostrym zakazenia vs.
okresi zdrowienia

Wykrywanie przeciwciat w klasie IgM w ostrym okresie zakazenia pierwotnego.

Techniki klasyczne

Test wigzania dopetniacza (CFT)
Test zahamowania hemaglutynac;ji
Techniki immunofluorescencji (IF)
Test neutralizacji
Immunoelektroforeza

Lk wn e

Techniki wspodtczesne

1. Radioimmunoassay (RIA)
2. ELISA

3. Western blot (WB)

4. RIBA



lzolacja wirusa

Hodowle komodrkowe:

1. Komorki nerki matpy
2. Ludzkie komorki ptodowe nerki i fibroblasty skory
3. Linie komorkowe - Hela, Vero, Hep2, LLC-MK2, MDCK

Pkt. 1. Umozliwiajg zakazenie wieloma typami wiruséw (kosztowne,
mato dostepne).

Pkt. 3. Najwygodniejsze w uzyciu, ale wykazujg ograniczong wrazliwosc
na zakazenie.



Efekt cytopatyczny

 Widoczny efekt zakazenia

 Powody uszkodzenia komorek

— Replikacja wirusa

— Zahamowanie syntezy DNA, RNA lub biatek komorki
— Zaburzenia przepuszczalnosci btony komoérkowe;j
 Efekt cytopatyczny obserwuje sie w mikroskopie ,,odwréconym”
— Zmiana ksztattu komorek (obkurczenie, kulistosé)

— Fuzja komorek / tworzenie syncycji

— Zwiekszona refrakcja

— Agregacja

— Utrata przylegania do podtoza

— Liza komorki

-- Wtrety w cytoplazmie/jadrze komodrkowym



Serologia
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Figure 5.18: Primary (1 degree) and secondary (2 degree) antibody responses toward a viral pathogen.

Antibodies in serum
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Test ELISA w kierunku anty-HIV

Micro plate ELISA for HIV antibody: colored wells indicate reactivity
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HIV particle

—— gp160 (env precursor)
—— gp120 (outer env or "surface” glycoprotein)

—— pB5 (reverse transcriptase)
—— P55 (core precursor)/p51 (RT)

—— gp41 (transmembrane glycoprotein)
—— p40 (core)
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‘ —— p31 (endonuclease)
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M| —— p24 (core shell or "capsid®)
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.. —— p18 (core matrix)

HIV-1



Western Blot

HIV-1 Western Blot

Lane 1: Positive Control
Lane 2: Negative Control
Sample A: Negative
Sample B: Indeterminat
Sample C. Positive
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e Szybka identyfikacja
e Niezbedne w terapii

Wykrywanie wirusa

— Wykrywanie kwaséw nukleinowych
e PCR (DNA), RT-PCR (RNA)
e Wykrywanie wiruséw niemozliwych do hodowli w komadrkach

Clinical specimen
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PCR

® Zalety:

- Duza czutosé (nawet 1 kopia wirusa w probce)
- Prosta procedura

- Szybki wynik

- Mozliwos¢ badan ilosciowych

e Wady:
- Skrajnie wrazliwa na zanieczyszczenia.
- Wymaga wyszkolonego personelu i wyposazenia

- Niekiedy trudnosci interpretacyjne (np. wirusy latentne — czy ich
obecnosc jest zwigzana z objawami).



Efekt czynnikéw fizycznych i chemicznych

Ogrzewanie: wiekszos¢ wirusow patogennych dla cztowieka
jest inaktywowana w 60°C przez 30 min;

Wirusy sg stabilne w niskich temperaturach: przechowywanie
probek w -40 to -80°C;

Czes¢ wirusow ulega inaktywacji w trakcie wysuszenia;
Promieniowanie UV inaktywuje wirusy;

Wirusy otoczkowe (lipidy w otoczce) sg inaktywowane przez
rozpuszczalniki organiczne;

Fenol i alkohole;

Najbardziej aktywne s3: chlor, podchloryn, jodyna, aldehydy,
tlenek etylenu.



