PRIME A NEPRIME PRUKAZY VIRU
IMUNOFLUORESCENCNI TEST (IF)
- Primy: prukaz Ag
Zpusob provedeni:
= Pfiprava konjugatu:

Ab se oznaci fluorescenénim barvivem: fluorescein
nebo jeho derivat- izothiokyanat FITC

= VySetfovany preparat na podloznim skl. je prevrstven
konjugatem

= Nenavazany konjugat se vymyje
= Preparat pozorujeme pod fluorescenc¢nim mikroskopem



Fluorescenc¢ni mikroskop

Vzorek je osvicen fluorescencnim svétlem
— dojde k absorpci Castic svétla (fotonii)
molekulami fluorofortt — dojde k excitaci
téchto molekul a k vyzareni (emisi) fotona
z nich — navrat do klid. stavu.

Toto svétlo o urCité vinovée délce

je zachycovano vhodnymi filtry.

Pti vyuziti FITC miizeme

v pozitivnim piipadé sledovat
Inkluze svétle zelené barvy

v cytoplazmé bunék
Kvantitativni i kvalitativni test



Vyuziti:
prukaz virti v otiskovych preparatech
nebo na bunécnych kulturach

Neprima imunofluorescence:
prukaz Ab
Zpusob provedeni:

- vzorky ser .inkubovénY s Ag (virem) fixovanymi na
mikroskopickych podloznich sklech.

- Piidani fluoresceinem znacenych Ab proti Ig daného
vySetrovancho zvirete.

- navazane Spec. protilatky jsou oznaceny konjugatem
- fluorescencni mikroskop
Vyuziti: prukaz autoimunitnich Ab



IMUNOBLOT (WESTERN BLOT)

- Detekuje virus s vysokou specifitou, citlivéjsi nez ELISA
Nutna vysoka koncentrace viru— vyuziti bunénych kult.

Provedenti:

Virus je nejprve detergentem(dodecylsulfatsodny) rozbit na
strukturalni proteiny.

Naneseni do polyakrylmidoveého gelu a rozdéleni v el. poli dle
mol. hm. — elektroforéza — proteiny vytvoii prouzky

Gel se priloZi na nitrocelulosovou membranu a pomoci
blotovaciho zafizeni dojde pusobenim el. proudu k pfenosu
proteinti z gelu na povrch membrany — vznik kopie

Blokace membrany levnym pufrem- napt. BSA —
zablokovani zabrani tomu aby se Ab navazovaly na prazdny
povrch



Metody detekce:
Dany protein se zviditelni pomoci specificke protilatky:.

Vizualizace
» Kolorimetricka

Reakce enzymu s chromogennim substratem. Enzym preménuje
rozpustny substrat na nerozpustny a barevny produkt.

Mnozstvi proteinu je stanoveno semikvantitativn€: denzitometrem-
jak moc barevna je dana skvrna

- Chemiluminiscen¢ni zpuisob

Enzym pfeménuje chemilumiscencni substrat na nestabilni produkt,
ktery se stabilizuje vyzaienim kvanta svétla, Uvoliovane svétlo je
detekovano pouZitim denzitometru nebo CCD kamer

Vyuziti; detekce Ag I detekce Ab- jako Ag pak pouzivame ref.
Kmen viru



ELISA
( Enzyme linked immunosorbent assay)

w7/

Nejpouzivanéjsi imunologicka metoda
- primy i neprimy prikaz- ¢astéjsi
ELISA vyuziva 2 vlastnosti Ig:

1. schopnost proteint vazat se na povrch plastiu

2. schopnost vazat enzymy na Fc fragmenty Ab

- Ag, Ab: detekované/znamé

- Konjugat- Ab proti proti druhové spec. Ab s navazanym enzymem:
kfenova peroxidaza nebo alk. fosfataza

- Substrat- reakci s enzymem méni barvu nebo reaguje s chromogenem

Krenova peroxidaza/H202, Alkalicka fosfataza/
PNPP(paranitrofenylfosfat)

+ chromogeny: 5 aminosalicylova kys.
tetramethylbenzidin,diaminobenzidin



VYUZITI ELISY
K DETEKCI PROTILATEK

Metoda provedeni:
= Znamy Ag je navazan
na plast. titr. plotnu
= Pfidani testovaného séra— vymyti
= Pfidani konjugatu— vymyti
= Pfidani detek¢niho systému: substrat — vymyti
= Zastaveni enzym. reakce- H2S0q4

Pozitivni vysledek: zbarveni jed. jamek dle charakteru
substratu (medrd barva se po pridéani stop roztoku zméni na Hlutou)

jamky zustanou beze zmény barvy



VYUZITI ELISY
K DETEKCI VIRU
= podobny postup
= na mikrotitr. desticku jsou nejprve
navazany specificke Ab
a nasledné se prida vys. vzorek
— konjugat— substrat

Vysetfovanym materialem muzou byt vSechny t€lni tekutiny, kde
predpokladame vyskyt viru.

Metody detekce:

- Barevné zmény v jamkach lze pozorovat pouhym okem nebo pomoci
spektrofotometru (kvalitativni, semikvantitativni metoda).

Alternativou je automatizovana metoda ELFA
- rozdil je v substratu- Stépen na fluoresc.
produkt- detekce pomoci fluorimetru



ELISA a jeji modifikace

SendviCova ELISA- prima (detekce Ag) a neprima(Ab)
Prima ELISA

Na mikrotitr. desticku se vaze piimo

vysett. Ag, poté se prida pouze konjugat.

Dvojita sendvicova ELISA

Hledany Ag- neznaCena Ab + konjugat



Kompetitivni ELISA

- Zname mnozstvi znaceneho Ag soutéZi o vazebna
mista na Ab (limitovany pocet) s neznamym
mnozstvim vySett. AQ

Pozitivni vysledek: utlum barevné¢ reakce
- Vyuzitelné k priukazu Ag 1 Ab



RIA

* Ag nebo Ab se oznaci radioaktivnim izotopem
Vyhody: vysoka citlivost
prace s radioizotopy, cena

VyuZiti: INFEKCNI ANEMIE U KONI, ENZOOTICKA
LEUKOZA SKOTU, MAEDI-VISNA, BLUETONGUE



Diagnostika vztekliny

V den poranéni:

* kontrola platnosti ockovani

* anamnéza — zmeny chovani

* Klinické vysetreni

Izolace zvirete 5 dni

Paty den po poranéeni: opakované vysetreni

<—vylucovani slinami 3-5 dni pred klinickymi projevy
onemocneéeni



 Dulezita prevence:

ve veku 3 — 6 M, revakcinace dle vyrobce
* Terapie neexistuje, v pripadé podezreni — nutné utraceni
e VZORKY: mala zvirata — cely kadaver,

velka: pouze hlava za 2. krénim obratlem
e Referencni laborator: SVU Praha
PRIMA IMUNOFLUORESCENCE
» Zakladni metoda diagnostiky vztekliny
 z otiskt rezl mozku (Amonduv roh)
* Prukaz Ag primo ve tkani nakazeného jedince
* Vyhody:
vysoce senzitivni, specificka, rychla, presna a levna metoda.
pouze postmortalné, NE u lidi

IMUNOHISTOCHEMIE
ELISA — serologické vysetireni neni prikazné

Drive: histologické rezy: prukaz intracytoplazm. télisek (Babes-
Negriho tél.)



Biologicky pokus na mysich:

* suspenze z vysetrované tkane inokujuLe 3—5 D myskam - prima
imunofluorescence z jejich mozkové tk.

* Drive v pripadée negativniho Ci dubiozniho vysledku
* Dnes nahrazovany bunécnymi kulturami

mysSiho neuroblastom Ci juvenilni ledvinové b. krecka
Po namnozeni viru v b. kulturach stejny postup.

Intravitalni metody
* méne presné a specifické, pouze u lidi.
* otiskové preparaty z rohovky = IF

* izolace viru ze slin nemocného, sérologické prukazy Ab v krvi
nebo mozkomisnim moku

* Negativni vysledky X vzteklinu nevylucuji Protilatky se casto
nestihnou vytvorit

PCR
e prukaz virové RNA


https://cs.wikipedia.org/wiki/Vzteklina#cite_note-75

3) Bakterialni onemocneéni

Bakterie - mikroorganismy jednobunécné, které
nemaji prave jadro s jadernou membranou, DNA
(prokaryota)

jsou schopné vlastni reprodukce

mnozi se zpravidla mimo hostitelskou bunku -
QU

nekteré i v hostitelské bunce - intracelularne

vytvari imunitni odpoved



Morfologie

bunécna sténa

cytoplasmaticka membrana

cytoplasma

nukleoid

plazmidy (DNA extrachromosomalni)
ribosomy, vakuoly, inklusni téliska, granula
bicCiky, fimbrie

velikost
mykoplasmata - 0,2 um
chlamydie - 0,3 um
rickettsie - 0,5 um
ostatni bakterie 0,5 az 1,0 az 3,0 um



Mnozeni

faze rustu
faze vytvareni septa
faze deleni bunky (materska a dcerinna)

Vegetativni forma x spory



Potreba kysliku

aerobni - potrebuji kyslik (Pseudomonas)

fakultativne anaerobni - nepotrebuji kyslik, ale
s kyslikem rostou rychleji (Escherichia)

anaerobni - nepotrebuji kyslik (Clostridium)



podle barvitelnosti
dle Grama G+ a G-

G+ si podrzi komplex barvivo s jodem a jsou
tmavomodreé

Staphylococcus (hnisavé infekce, mastitidy)
Streptococcus (hnisavé infekce, mastitidy, hribéci)
Erysipelothrix (Cervenka prasat)

Lactobacilus (nepatogenni)

Bacillus (antrax, hniloba vceliho plodu)
Clostridium (tetanus, botulismus)



G- se rychle odbarvi a jsou pak cervené

Escherichia (edémova choroba prasat)
Salmonella (pulorova nakaza)

Pseudomonas (mastitidy, septikemie vcel)
Moraxella (infekcni keratokonjunktivitida skotu)



Material k bakteriologickému vysetreni:

vytéery

stéry z postizenych tkani
sekrety

sekcni material

krev

mozkomisni mok

mocC

vykaly



Bakteriologickeé vysetreni
Primy prukaz bakterie

1) mikroskopie (primy prukaz bakterie)
- nativni preparat (vyjimecné, jen pro prukaz
zivych treponem — syfilis)
- fixovany a barveny preparat
- barveni zakladni - podle Grama = G+, G-
- barveni specialni - podle Ziehl Neelsena
(mykobakteria)



2) kultivace na agarovych pudach (Petriho
misky) a bujonech (zkumavky)



3) Konecna identifikace druhu a urceni dalsich

potrenych vlastnosti bakterii
(citlivost a rezistence na antibiotika, prukaz
toxinu, metabolitu

4) PCR



Neprimy prukaz bakterii
a) prukaz protilatek (IF, ELISA, RIA)

b) prukaz specifické bunécné imunity
(tuberkulinace)
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