Laboratorni diagnostika
Infekéni onemocnéni



Infekce

prunik mikroorganismu do organismu zvirete, jeho
mnozeni a pusobeni v ném — vyvolani chorobnych
priznaku

Kolonizace

proniknuti mikroorganismu do organismu zvirete,
jeho mnozeni a pusobeni v ném - nevyvolani
chorobnych priznaku



Vstupni brany infekce

» TRAVICI TRAKT: alimentarni infekce: Salmoneldzy,
koliinfekce, kolienteritidy, virové gastroenteritidy)

« RESPIRACNI TRAKT: IBR, laryngeotracheitida,
pastereloza, mykoplazma

» KUZE: tetanus, klostridie, vzteklina, dermatomykdzy,
bodnuti ¢lenovci: piroplasmoza, Q- horecka

* UGT: chlamydia, bruceldza

« MLECNA ZLAZA: galaktogenni infekce: mastitidy

* SPOJIVKA: pastevni nakaza- IKS

* PUPEK: umbilikalni infekce: pyogenni mikroby- sepse
e UMELE INFEKCE: iatrogenni



Prenos infekce

Primy prenos

X prenatalni: transplacentarni
transovarialni

X postnatalni:

- vyhradneé: vzteklina, hrebci nakaza

Neprimy prenos:
X neprimy kontakt, aerogenné, krmivo, voda, vektory

- vyhradné: antrax, snét Selestiva, piroplazmazy

Horizontalni x vertikalni



Puvodci onemocnéni:

1) priony
2) viry

3) bakterie
4) plisné
5) parazité



Skutecnost, jestli vubec onemocnéni vznikne a jak
zavazny bude jeho prubéh, je ovlivnéna radou
faktoru.

Ze strany mikroorganismu:
- patogenita

- virulence

- infekcni davka

Ze strany hostitele:

- nespecificka imunita

- specificka imunita

- vyziva, vek

Vlivy prostredi



Patogenita - schopnost vyvolat onemocnéni

- obligatne patogenni - vyvolavaji onemocneéni
(Yersinia pestis - mor Cloveka)

- fakultativne patogenni - vyvolavaji onemocnéni
jen v urcitych podminkach (Escherichia coli)

- nepatogenni - nevyvolavaji onemocnéni
(laktobacily - potravinarské bakterie)



Virulence - stupen patogenity, individualni
ovlivnuje: kontagiozita, agresivita, toxigenita

vysoce virulentni
stredné virulentni
malo virulentni
avirulentni

oslabeni virulence (atenuace)

pasazovanim na méne vnimavych hostitelich

- vyuziti pro vyvoj vakcin

zesileni virulence

pasazovanim na vice vnimavych hostitelich

- nebezpedi pri sireni nemoci (aviarni influenza)



Infekcni davka - mnozstvi mikroba (pocet), které
vyvola onemocneéni

ID.,- padesatiprocentni infekcni davka

= mnozstvi mikroba, které vyvola onemocnéni
u 50% infikovanych zvirat

LD, - padesatiprocentni letalni davka
= mnozstvi mikroba, které usmrti 50%
infikovanych zvirat



Imunita

Schopnost organismu rozpoznat cizorodeé latky,
branit jejich vniknuti do organismu a v pripade jejich
priniku zajistovat jejich likvidaci

antigeny - cizorodé latky - bilkoviny, nukleové
kyseliny, ..

protilatky - specifické latky bilkovinné povahy proti
antigenim



specificka imunita x nespecificka imunita

bunécna x humoralni

vrozena X ziskana

- aktivni - po prodélané nemoci, ockovani
- pasivni - dodani jiz hotovych protilatek



Nespecificka imunita

vrozena a jeji mechanismy mohou byt v pripadeé infekce
pouzity okamzité, chybi imuno.pamét,

opakovaneé stejna reakce

Hlavni nastroje: BARIERY, FAGOCYTY, KOMPLEMENT

- mechanické zabrany (pokozka, rasinky v nose)

- imunitu sliznic (hlen, pfitomnost symbiotickych
bakterii)

- zvysovani teélesné teploty (pyrogeny)

- pritomnost baktericidnich latek v nékterych télnich
tekutinach (slzy, sliny, zaludecni stavy - HCI)

- aktivace komplementu (skupina proteinu z krevniho
séra)

- schopnost fagocytozy nekterych bilych krvinek




Specificka imunita

nastupuje pozdéji nez imunita nespecificka,
individualni, + imuno.pameét

specificky rozeznavaji antigeny, které nejsou télu
vlastni,

rychlost a efektivnost je zavisla na tom, po kolikaté se
imunitni systém s konkrétnim antigenem setkava

Hlavni nastroje:

B-lymfocyty

zajistuji humoralni odpovéd - Ab
plazmatické bunky, pamétové bunky
T-lymfocyty

bunécna odpoved

cytotoxicke, pomocné



Prubéh infekce

inkubacni doba - doba od proniknuti plvodce nemoci do
organismu do prvnich priznakll onemocnéni - je to doba bez
priznaku
- kratké: antrax, mory; stredni; dlouhé: vzteklina, TBC
prodromalni stadium - doba od prvnich priznakt do
objeveni se typickych priznakd pro danou nemoc
- je to doba nespecifickych symptomu (zvysena
teplota, apatie aj.)
- EA v krvi: bakteriémie, virémie, parazitémie, toxémie
manifestni stadium - doba prubéhu typickych KP priznaku
pro danou hemoc
- je to doba specifickych symptomu
- VyluCovani EA sekrety + extrety, | v krvi
konecné - rekonvalescence, nosicstvi nebo smrt



Infekce prenosné na cloveka

antroponozy - infekce prenosné z cloveka na cloveka
(brisni tyfus)

zoonozy - infekce prenosné ze zvirat na cloveka
(salmoneldza, tularemie aj.)
sapronoza - infekce prenosné z prostredi (v nemz
se puvodce mnozi) na ¢lovéka (anthrax)



1) Prionova onemocnéni

Prion - je tvoren malou proteinovou castici (bez
nukleovych kyselin) (tj. bilkovina podobna normalni
bilkoviné ale v jiném prostorovém usporadani)

neni schopen vlastni reprodukce (k vytvoreni
vyzaduje hostitelskou bunku)

v hostitelské bunce dojde k vytvoreni bilkoviny
prionu, hromadi se v nervovych bunkach, dochazi k
vakuolové degeneraci

nevytvari imunitni odpoved - jedna se o bilkovinu
obvyklou v organismu jen s jinym prostorovym
usporadanim



Prehled prionovych onemocnéni

* Chronické neurodegenerativni onemocnéni
X vakcina, terapie

 Scrapie u ovci

- 1732, ve vsech tkanich, i ve fétech a pl. vodach
* Bovinni spongiformni encefalopatie (BSE) skotu
- do roku 2009 tficet pfipadl v CR,

- Status zanedbatelného vyskytu BSE

- mozek, micha, prodlouzena micha, vyjimecne:
mandle, slezina, strevo

- Ne maso ani mléko

* Transmisivni encefalopatie norku (TME)

* Chronické chradnuti jelenovitych (CWD)

* Felinni spongiformni encefalopatie (FSE)

* Creutzfeldtova — Jakobova choroba (CJD) lidi



Material k prionovému vysetreni

ODBER VZORKU: na jatkach prodlouZena micha
porazeného nebo z uhynulého zvirete ( pres tylni otvor),

zmrazeni VZ
Vysetreni: SVU Praha, Jihlava, Olomouc




RYCHLE TESTY:

* imunotest vyuzivajici chemicky polymer k
selektivnimu zachytu PrP>¢ a monoklonalni detekéni
protilatku

* imunochromatograficky test vyuzivajici 2 ruzné
monoklonalni protilatky k detekci frakci PrP
odolnych proteinaze K

+ VYSLEDKY

 metoda Western-blot - bilkovina infekcniho prionu
je rezistentni k proteinazam, proto se biologicky
material (mozek) stépi proteinazami a bilkovina
prionu zUstane a prokaze se monoklonalnimi
protilatkami

konfirmacni (potvrzujici) test



patohistologie - vakuolarni degenerace neuron
(zpUsobuje spongiformni - houbovity vzhled mozku)

ELISA - prukaz markerovych proteint
v cerebrospinalnim moku (metoda se vyviji)

PCR - determinaci polymorfismu kodont 136, 141,
154 a 171 PrP genu u ovci (PRNP genotypizaci)
metodami real-time PCR, a pripadné PCR-SSCP.

- Posouzeni geneticky podminéné vnimavosti



2) Virova onemocnéni

Virus - mikroorganismus, ktery je tvoren jednou
nebo nekolika molekulami DNA nebo RNA, obalené
obvykle bilkovinnou slozkou
neni schopen vlastni reprodukce
- k mnozeni vyzaduje

hostitelskou bunku
vytvari imunitni odpoved



velikost viru : 20 - 300 nm
nukleotid - DNA nebo RNA

kapsida - schranka z proteinu - zpravidla kubicka
(dvacetistén) nebo helikoidalni (spiralovita)

membrana - slozena z fosfolipidu, proteind,
glykopeptidu, polysacharidu

(jen u nékterych viru - obalené viry, vyssi odolnost

k dezinfekénim prostredkim)




Mnozeni viru

faze adsorpce - vazba viru na povrch vnimavé bunky
(receptory)

faze penetrace - proniknuti viru do bunky
(nejCasteji pinocytozou)

faze dekapsidace - rozruSeni povrchu viru a prunik
virové nukleové kyseliny do bunky

faze eklipsy - vlastni reprodukce viru
predani genetické informace viru genomu bunky
a reprodukce virové DNA nebo RNA

faze maturace - dovytvoreni DNA nebo RNA viru a
také obalu viru

uvolneni viru z bunky - virus opousti bunku pucenim
nebo po rozpadu bunky



Viry obsahujici DNA - jednovlaknita
Parvoviridae (parvovirdza psu, prasat, skotu)
Circoviridae (cirkovirové onemocnéni prasat)

Viry obsahujici DNA - dvojvlaknita
Poxviridae (nestovice kravske)
Herpesviridae (Aujezskeho choroba, IBR skotu)

Viry obsahujici RNA - jednovlaknita

Orthomyxoviridae (chripka ptaku, prasat, koni)
Rhabdoviridae (vzteklina)

Viry obsahujici RNA - dvojvlaknita
Reoviridae (mor koni, kataralni horecka ovci)



Material k virologickému vysetreni:

vytéry

stery z postizenych tkani
sekrety

sekcni material

krev

mozkomisni mok

mocC

vykaly



Virologické vysetreni
Primy prukaz viru

1) mikroskopie (obtizna pro malou velikost viru)

2) izolace viru (kultivace viru)
- bunécné kultury
- kureci embrya
- pokusna zvirata

3) konecna identifikace viru (na zakladé analyzy DNA
nebo RNA, urceni dalsich potrebnych vlastnosti
viru

4) PCR



METODY
MOLEKULARNI BIOLOGIE

PCR- Polymerase Chain Reaction

Vyvinuta v roce 1983- Kary Mullis
» objasnil exponencialni prubéh amplifikace DNA
Princip metody:

Amplifikace (zmnozeni) DNA je zajisténo pouzitim 2
primeru, které nasedaji na komplementarni sekvence ve
2 templatovych vlaknech. Primery na tato vlakna
nasedaji v protismeérné orientaci, timto vznikne
ohraniceni zadaného amplikonu o urcité délce
nukleotidové sekvence. Ke kopirovani DNA se vyuziva
DNA-polymeraza.




Provedeni metody:

= Priprava templatové DNA- nutna izolace viru na tkanovych kulturach a
nasledné izolace templ. DNA pomoci spec. kitU

= Priprava reakcni smesi= MASTER MIX
PCR voda, prac. pufr, smés dNTPs, vlastni DNA-polymerasy a spec. primery

= Pfiprava vzorku: vySetrované vzorky + master mix
pozitivni kontrola + master mix
: master mix + PCR voda

= Vlastni PCR reakce
- probiha v termocykleru



Cely reakce je zaloZena na amplifikaci DNA do takového
mnozstvi, abychom jej mohli detekovat. Takoveho
namnoZeni je dosazeno opakovanim 3 kroku:

1. Denaturace- teplota 95°C, dochazi k rozvolnéni
dvousroubovice DNA na 2 jednofetézcove Sroubovice.

2. Hybridizace- 50-60°C, dochazi k navazani specifickych
primeru na usek, ktery ma byt amplifikovan protismérné
na obou vlaknech

3. Syntéza nového vlakna- 72°C- prodluzovani nového
vlakna podle templatu pomoci DNA polymerazy

* Cely proces se asi 30 x opakuje a trva asi 2 — 3 h.



HORIZONTALNI GELOVA ELEKTROFOREZA

= Pfiprava agar6zového gelu

Agardza + TBE (tris-EDTA-boratovy pufr)

= Rozvareni v mikrovlnné troubé— zchlazeni

= Naliti do pripravené vaniCky a nasazeni hrebinku
—vytuhnuti

= Gel se nasledné prenese do elektroforeticke vany a
nagllgetuji se zde vzorky(prida se k nim pufr s barvou)
+ DNA marker.

= zaleje pufrem
ELEKTROFOREZA

Jamky se vzorky musi byt

u katody, aby zaporné nabita
mohla migrovat smérem k DNA
anod¢.

Rychlost migrace zavisi na mol.
hmotnosti fragmenti DNA.



Vyhodnoceni PCR

= Po ukonceni elektroforezy preneseme gel do misky s
roztokem ethidium bromidu a nechame barvit (asi 10
min)

= Po obarveni gel oplachneme v misce s vodou, abychom
vymyli prebytek DNA barviva, a prohlizime na
transiluminatoru pod UV svétlem, kde ethidium bromid
oranzov¢ fluoreskuje.

Velikost PCR produktu je v urCitém velikostnim rozmezi a
udava se v parech bazi (bp). K odhadu velikosti DNA
produkti se pouziva DNA marker s fragmenty o znamé
velikosti.



modifikace metody PCR

multiplex-PCR

= detekcl vice genu soucasné. Podle poCtu pozadovanych
PCR produktu obsahuje master mix a ptisluSny pocet paru
primert.

real-time PCR (gPCR)

= umoznuje detekovat kazdy produkt PCR v realném cCase,
nikoliv az po skonceni

Pro stanoveni vyuZiva sledovani fluorescencniho signalu,
ktery je vysilany sondami navazan{ml specificky nebo
nespecificky na amplifikované useky

= metoda je jednodussi a_rychlg' Si nez klasicka PCR. Velkou
vyhodou metody real-time PCR je moZnost kvantifikace
mnoZzstvi templatu.



RT-PCR = polymerazova retézova reakce s reverzni
transkripci

= Umoznuje amplifikaci segmentu RNA

= Jeji fetézec je nejprve piepsan do CONA a poté
probiha jako béZna PCR reakce

Vyuziti PCR k detekci viru:
- prukaz spec. NK dancho viru
- vysoka specifita a citlivost

nebezpeci kontaminace



|IZOLACE VIRU

- bunécné kultury
- kufeci embrya: chiipkové, aviarni viry
- lab. zvirata: vzteklina X koncept 3R

Typy bunécnych kultur:
ORGANOVE KULTURY
- fragmenty tkani, pavodni strukt. zachovana, pouze vyjimecné

PRIMARNI B. KULTURY

- Zisk enzym. rozvolnénim puv. tkan€, smés rtiznych typt bunék (2n),
sklenéné(plast.) lahve

- Kratka zivotnost - pasazovani
- vhodné pro izolaci viru

— sekundarni b. kultury (2n)- vice nez 1 pasazované kultury, celkem 30 — 50 x
(1 rok), dochazi k selekci urc. typu bunék

BUNECNE LINIE

- Cilena selekce z prim. BK nebo nad. b. mutagennimi vlivy, neomezene
pasazovani, nelze vyuzit u vSech virti



ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

VVVVV

cocek a misto fotonu se vyuzivaji elektrony.
= Vysoka rozliSovaci schopnost— zvétseni az 1 000 000x

Diagnostika viru: vyuZziti pro neselektivni i selektivni detekci-
imunoelektronova mikroskopie

TEM transmisni elektronovy mikroskop
- Svazek elektronu vzorkem prochazi, vnitini struktury viru
SEM rastrovaci elektronovy mikroskop

- pohyblivy svazek, zobrazeni povrchovych struktur viru



IMUNOLOGICKE METODY

IMUNODIAGNOSTIKA
- zaloZena na zakl. principu vazby
antigen-protilatka
- Ag — specif. Ab
Metody:
= kvalitativni
= semikvantitativni
-dohodnuta stupnice, bez presnych Cisel

= kvantitativni- stanoveni titru a signifikantniho titru

VySetrovany material: Kr. sérum a jiné télni tek., tkan...



Metody:
=serologické: aglutinace, precipitace a Iimunodifuze
=imunochromatograficke
Ag reaguje s konjugatem a migruje
po nitrocel. desticce ke spec. proteinu,
se kterym vytvoii spec. band.
=imunochemické
- enzymoimunoanalyza
- imunofluoroanalyza
- radioimunoanalyza

Imunologické metody vyuzivané pri detekci viru:

(JHemaglutina¢né-inhibicni test (HIT)
dVirus neutraliza¢ni test (VNT)
dImunoperoxidazovy test (IPA)

U Imunofluorescencni test (1F)
dImunoblot

HELISA



Nepiimy prukaz viru
HEMAGLUTINACNE- INHIBICNI TEST

- serologicka metoda zalozena na specifické schopnosti
antivirovych protilatek inhibovat hemaglutinacni reakci

Vyuziti: PARVOVIROZA U PRASAT, PI-3

- Reakce miize byt komplikovana pritomnosti virovych inhibitorii (tepelna
inaktivace 62°C, 30 min) nebo nesp. protilatkami v kr. séru (vysyceni Ery)

Provedeni:

Kr. sérum + ref. kmen viru- Ag - inkubace = pridani Ery
—>inkubace

Vyhodnoceni:
- Pozitivni reakce:
Inhibice hemaglutinace a sedimentace Ery

hemaglutinace (nepritomnost protilatek)

- Kvantitativni metoda, zavérem je stanoveni TITRU Ab = obracena
hodnota fedéni, které jesté brani hemagl. rci.



VIRUS NEUTRALIZACNI TEST (VNT)

Metoda zalozena na ucinku spec. protilatky schopn¢ virus neutralizovat —
ztrata schopnosti viru infikovat host. buiiku a zpiisobovat CPE

Neutraliza¢ni schopnosti se prokazuji na lab. zviratech, kuf. embryich nebo tk.
kulturach.

Vyuziti: AUJESZKY CH., SLAK, IBR, BVD-MD

Zpusob provedent:
1. Stanoveni neutraliza¢ni davky (NDso)
2. Stanoveni neutraliza¢niho indexu

Inhibice vzniku CPE
= pfitomnost neutr. Ab



IMUNOPEROXIDAZOVY TEST (IPA)

Kvantitativni stanoveni pritomnosti Ab ve vySetfovaném scru
proti virovemu Ag.

= Virovy Ag je fixovan v bunécné kultufe v jamkéch
mikrotitra¢nich desticek.

= K prukazu se vyuziva konjugat: antidruhové Ab + peroxidaza
= Nenavazany konjugat se odstrani vymytim.

Pozitivni vysledek: pritomnost Ab je indikovana tvorbou
hnédocCerveného zabarveni v cytoplazmé bunék( pusobenim
peroxiddzy na substrat).

Kvantitativni stanoveni: Intenzita odpovida mnozstvi Ab
Vysledek je udavan v , titrech®.

= fedéni séra, které jesté dava + reakci
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