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2. Vyvazené solné a pufrované fyziologické roztoky

a) Earletv solny roztok
b) Hankstiv solny roztok

c) Fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok (Dulbecco a Vogt)
d) Fosfitovy pufrovany fyziologicky roztok, pH 7,5
¢) Fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok bez kalciovych a magnéziovych

iontd
f) Pucktv solny roztok A

. Roztoky indikatorii a barviv
. Zivna média

N bW

. Pufrované roztoky, kysely uhli¢itan sodny
. Roztoky pro pfipravu bunéénych suspenzi
. Kufeci embryondlni extrakt, 509,

a) Eagleovo médium s minimalnim mnoZstvim nezbytnych slozek (MEM)

]

(2]

¢) Leibovitzovo médium ¢. 15
d) Médium ¢&. 199
8. Roztoky pro doplnéni médii
a) Glukoéza, 209,
b) Laktalbuminhydrolyzat,
9. Séra

b) Médium s laktalbuminhydrolyzatem a kvasnicovym extraktem

9% ve fyziologickém roztoku

B. Sterilizace médii pro tkafové kultury filtraci

LITERATURA

1. UVOoD

A. VYVO] APLIKACE TECHNIKY
TKANOVYCH KULTUR VE VIROLOGII

Tkéanovych kultur in vitro se pouzilo jiz
v r. 1913 pro péstovani vakcinalniho viru (173);
v 30. letech naseho stoleti se s uspéchem pouzily
K'pfipravé vakein proti ernym nestovicim (140)
a Zluté zimnici (101). Avsak teprve objev Ender-
se a spolupracovnikii z pocatku padesatych let
(35, 141), ktery ukazal, Ze polioviry se mohou
péstovat i na tkanovych kulturdch nenervového
puvodu, vedl k jejich rozsahlému pouzivini
pfi studiu lidskych i zvifecich virt. Na tomto
zakladé se pozdéji uskutecnily zavazné objevy,
které virologii rychle ziskaly jeji dnesSni dulezité
postaveni mezi biologickymi védami.

Vyuziti tkafiovych kultur ve virologii v Sirokém
méfitku se umoznilo zavedenim antibiotik a anti-
mykotik do zivnych médii; provddéla se rozsdhla
studia bez ndkladnych preventivnich opatfeni proti
kontaminaci kultur. Dal$im duleZitym pokrokem
bylo pouziti latek uvolfiujicich butiky z tkani pro
pfipravu kontinudlnich kultur, zjemnéni technik
jednovrstevné kultivace a vyvinuti chemicky defino-
vanych médii, kterd neobsahuji latky inhibujici rast
virt. UzZiti jednoduchych orgdnovych kultur pro
izolaci a péstovdni virt bude moZna dal$im velkym
prispévkem ke studiu etiologie a patogeneze lid-

kych virovych infekci.

Stile se zvySujici pofet komer¢nich médii,

jejich sloZek a hotovych bunécnych kultur se na-
bizi laboratofim, které nemaji moznost jesamy
pfipravit. Obchodni instituce vénuji intenzivni
asili tomu, aby mohly poskytnout diagnostic-
kym laboratofim standardni séra s vysokym
titrem protilatek. Vyvoj vhodnych kultivaénich
nadob ze skla nebo plastického materidlu velmi
zjednodusil diagnostickou a epidemiologickou
praci.

B. VYHODY POUZITI TKANOVYCH
KULTUR

Bunééné kultury in vitro piedstavuji pro
péstovani mnoha vird ekonomicky hostitelsky
systém a pokud jde o izolatni pokusy, neutrali-
zalni testy a pripravu virovych antigeni, na-
hradi mozna zvifata ¢i kufeci embrya. Bunééné
kultury se snadnéji udrZzuji, vyzaduji méné pro-
storu a méné péce nez zvifata i vejce.

Tkanové kultury umoznily hlubdi studium zn4-
mych vird, jako napf. viru poliomyelitidy, spalni¢ek
a pfiudnic. Vedly také k poznini velkého mnoZstvi
lidskych enterdlnich a respira¢nich virt, které nelze
péstovat na vejcich nebo mysich.

Péstovani virovych agens v bunéénych kulturdch
také umoznilo ziskat preparity s vysokym titrem
viru, relativné prosté hostitelského materidlu, pro
pfipravu vakcin a sérologickych antigent.
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KAPITOLA 4

TECHNIKY FLUORESCENCNICH PROTILATEK
Chien Liu, M. D.

TEORIE METODY

TECHNICKE POSTUPY

. Priprava antisér

. Purifikace antisér

. Barvici slozky a konjugace

. Pfiprava protilatek znacenych fluoresceinem
Nespecifické barevn? reakce

HMEHOOW

. Pfiprava tkani k vySetfovani
1. Tkanové fezy
2. Bunky tkafiovych kultur
3. Natéry
4. Fixace
. Zalévaci média
. Vybér podloznich sklicek, krycich skli¢ek, imerzniho oleje
. Metody fluorescencniho barveni
1. Pfima metoda
2. Nepifima metoda
3. Barveni komplementu
J. Kontroly

1. Pro pfimé barveni
2. Pro nepfimé barveni
3. Pro barveni komplementu

—~ Q@

K. Fluorescen¢ni mikroskop
1. Svételné zdroje
2. Filtry
3. Mikroskop
4. Fotografie

DIAGNOSTICKA APLIKACE U VIROVYCH A RICKETTSIALNICH
INFEKCI
A. Viry chripky
1. Potfebny material
2. Pfiprava natéri z nosni sliznice
3. Barveni a vySetfovani natér z nosni sliznice
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4. Citlivost a specifita testu
5. Vysetfovani sekéniho materidlu
6. Typovani virovych izolata

Virus spalnic¢ek

Virus vztekliny

Rickettsie

Virus herpes simplex
Enteroviry

Virus varicella — herpes zoster

B.
C.
D.
E.
E.

G.
H. Respiracni syncycidlni virus
I. Virus zardének

J. Poxviry

LITERATURA

Moznosti techniky fluorescen¢nich protilatek
jako imunohistochemické metody v biologic-
kych studiich jsou neomezené. Byly publikovany
souborné studie teorie, technickych postupi
a aplikace této metody (11, 15, 23, 35, 55, 68,
71, 76). Na poli virovych a rickettsialnich infekci
je uziti metody fluorescencnich protilatek (MFP)
pro rychlou sérologickou diagnostiku a identi-

I. TEORIE

Principy MFP jsou tytéZ jako u ostatnich imuno-
logickych reakci antigen — protilatka. Molekuly proti-
latky mohou byt chemicky vaziny s fluorochrémy,
aniZz by byla destruovédna jejich imunologickd spe-
cifita. Jestlize se fluoresceinem znacené molekuly
protilatky dostanou do styku s antigenem v tkario-
vych kulturdch nebo otiskovych preparitech, na-
vazou se znacené molekuly protildtky na tento anti-
gen. Ve fluorescenénim mikroskopu navézané proti-

fikaci izolovanych agens obzvlasté uzitecné.
V této kapitole se klade duraz na obecné tech-
nické predpoklady této metody s kratkym pre-
hledem nékterych dulezitych bodu, tykajicich
se aplikace techniky v laboratorni diagnostice.
Podrobny popis aplikace MFP u specifickych
virovych ¢i rickettsidlnich infekci se uvadi ve
specidlnich kapitolach.

METODY

latkové molekuly vyzafuji barevnou fluorescenci
zavisejici na typu fluorochrému uzitého pro konju-
gaci protilatky.

Uspésna aplikace MFP zdvisi na aktivité mole-
kul protilatky a antigenu. Predpokladem je imuno-
logicky specifické sérum o vysokém titru a aktivni
antigen. Pro zachovéni antigenni aktivity je dulezita
spravna fixace tkanovych a otiskovych preparati,
ktera nepusobi destruktivné na antigen.

II..TECHNICKE{POSTUPY

A. PRIPRAVA ANTISER

Obecné lze pro pripravu fluorescencnich
protilatek pouzit jakékoli antisérum s dostatecné
vysokym titrem specifickych protilatek. Dob-
rych vysledkii se dosdhlo s konjugovanymi
imunnimi séry lidskymi, opic¢imi, konskymi,
kozimi, ov¢imi, psimi, krali¢imi, morcecimi,

116

kfec¢imi, krysimi a kufecimi. Mnoho laboratofi
uziva vlastnich ovéfenych imuniza¢nich sché-
mat. Obecné lze fici, Ze nejdulezitéjsi je opako-
vané podavani vhodnych davek antigenu.
U nékterych antigentt muze pouziti adjuvans,
napi. parafinového oleje, usmrcenych tuber-
kuléznich bacila (25) ¢i aluminiumhydroxidu
(75), podstatné zvysit titr protilatek. Metody
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ADENOVIRY
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I. KLINICKE SYNDROMY

1. Akutni hore¢natd faryngitida

2. Faryngokonjunktivalni horecka

3. Akutni respiracni onemocnéni (ARO)

4. Adenovirovad pneumonie

5. Oc¢ni infekce: akutni folikuldrni konjunktivitida; epidemickd keratokon-
junktivitida

II. EPIDEMIOLOGIE

III. IDENTIFIKACN{ KRITERIA
. Adenovirové antigeny

. Rezistence k éteru

. Cytopaticky efekt

. Patogenita pro zvirata

. Elektronova mikroskopie

. Antigenni typy

OmMmmgOwps

. Hemaglutinace

IV. IZOLACE VIRU
A. Sbér materialu
B. Tkanové kultury

V. NEUTRALIZACNI TESTY
A. Typizace novych izolatl
B. Titrace protilatek proti adenoviram

VI. HEMAGLUTINACE A HEMAGLUTINACNE INHIBICNI TESTY
A. Antigeny a antiséra
B. Erytrocyty
C. Priprava sér
D. Provedeni testu
E. Typizace adenovirovych kmeni

VII. KOMPLEMENTFIXACNI TEST
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A. Poznamky o bezpenosti

B. Izolace viru — odbér, uchovavani, zpracovani

C. Sérologicka diagnostika — odbér, uchovavani, zpracovani
LABORATORN{ DIAGNOSTIKA

A. Izolace viru

. Laboratorni hlodavci

. Kufeci embrya a novorozena kurata

. Buné¢né kultury

. Jiné systémy

Identifikace izolovanych virt

a) Sérologické identifikaCni testy

b) Ostatni vlastnosti

. Urceni velikosti

. Test citlivosti k éteru a dezoxycholatu sodnému
. Okruh hostiteltl — Zivocichti a bunéénych kultur
. Tvorba hemaglutininu
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. Jiné identifikacni metody

6. Potvrzeni izolace
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I. UVOD
A. Historie
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1. Variola
a) Patogeneze
b) Patologie
2. Kravské neStovice
3. Vakcinie 5
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II. POVAHA VIRU

. Obecna charakteristika
. Velikost a tvar

. Chemické sloZeni

. Rezistence

. Klasifikace

. Antigenni sloZeni

1. Solubilni antigeny
2. Virové antigeny
3. Hemaglutinin
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G. Patogenita pro zvifata
H. Rast v tkanovych kulturach
I. Virus hrbola doji¢t
III. PRIPRAVA IMUNNIHO SERA
IV. ODBER A PRIPRAVA VZORKU PRO LABORATORNI DIAGNOZU
A. Vycet odebiranych vzorku
B. Bezpecnostni opatieni pfi manipulaci s infekénim materidlem
C. Odbér materidlu
D. Baleni a transport vzorki
V. LABORATORNI DIAGNOZA
A. Pfimé mikroskopické vySetreni
1. Svételna mikroskopie barvenych néatéru
2. Elektronova mikroskopie
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3. Imunofluorescence
a) Barveni — pfima metoda
b) Barveni — nepfima metoda
c) Interpretace
B. Vysetfovani na pfitomnost virového antigenu

1. Prukaz antigenu precipitaci v agarovém gelu
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a) Krev
b) Sliny
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d) Tekutiny vezikul a pustul
e) Krusty
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2. V tkanovych kulturdch
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1. Precipitace v agarovém gelu
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b) Postup
c) Interpretace
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c¢) Postup
d) Interpretace

4. Neutralizalni test
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c) Interpretace
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3. Vezikul6zni a pustolézni stadium
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LITERATURA
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VIRUS VZTEKLINY

Harald Norlin Johnson, M. D.

1. UVOD
A. Historie
B. Klinika
. Zpusob prenosu
. Patogeneze
. Inkubacni doba
. Obdobi nakazlivosti
. Pfiznaky
Komplikace

C. Patologie

II. POPIS A POVAHA VIRU VZTEKLINY
. Obecné charakteristika
. Velikost a tvar
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. Chemické slozeni
. Rezistence
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. Antigenni slozeni

1. Pocet imunologickych typu
2. Popis antigent

F. Patogenita pro zvifata
G. Rust v kufecich a kachnich embryich
H. Rust v tkanovych kulturach

III. PRIPRAVA IMUNNICH SER
IV. ODBER A ZPRACOVANI VZORKU

A. Bezpecnostni opatfeni

B. Vzorky pro izolaci viru a sérologickou diagnézu

1. Odbér klinickych vzorkii a vzorkii post mortem
2. Uschova
3. Identifikace exemplafa divokych zvifat

C. Vzorky pro mikroskopii
V. LABORATORNI DIAGNOZA
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. Vysetfeni na Negriho téliska
. Elektronova mikroskopie
. Imunofluorescenéni vySetfeni
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a) Konjugat imunniho séra vztekliny
b) Barveni natért fluorescencnimi protilatkami

4. Interpretace nalez

B. Izolace viru

. Hostitelské systémy

. Priprava vzorka

Test ockovani mysi
Pozorovani ockovanych mysi
Ziskani my$ich mozkt

. Test mikroskopické specifity
. Pasaz a titrace viru
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. Patogeny, které je tieba vyloucit

9. Préce na kufecich embryich a tkafiovych kulturach

C. Sérologicka diagnoza

. Plakreduk¢ni test
. Hemaglutina¢né inhibicni test
. Komplementfixacni test
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. Hemadsorpcni test
D. Test zkiizené protekce

LITERATURA

. Virusneutralizacni test na mysich
. Virusneutraliza¢ni test v tkaniovych kulturach

. Nepfima metoda fluorescenc¢nich protilatek

1. UvoD

A. HISTORIE

Vzteklina je jednou ze zoonoz, které se vzta-
huji k clovéku ve spojeni se psy. Zvifata, ktera
jsou obvykle ucenlivd a bazliva, se mohou
stit po infekci virem vztekliny velice zlymi
a agresivnimi; sdm néazev ,,rabies‘ znamena
vztekly, zufivy, zblaznény nebo Sileny. Nemoc je
znama jiz ze starych dob a existuji historicka
data o periodickych epidemiich vztekliny mezi
vlky, liSkami, kojoty a Sakaly. Béhem téchto epi-
demii byli lidé, pracujici v pfirodé nebo putujici
po cestach, napadani zufivymi divoce Zijicimi
zvifaty, jakoz i psy a jinymi domécimi zvifaty,
ktera onemocnéla na rabies. Vzteklina u clové-
ka (zvana téz hydrofobii) byla pomérné vzacna,
dokud se nezvétsily populace psi ve méstech.
Od zacatku 18. stoleti jsou spoleCenstva psu ve
vétsiné velkych mést tak velika, ze infekce se
udrZzuje pienosem ze zvifete na zvife po neko-
necnou dobu, jestlize neni zavedena do praxe
karanténa nebo vakcinace pst proti vztekling.

Bé¢Znym zdrojem nakazy lidi jsou infikovani psi
a kocky.

Epidemické $ifeni vztekliny ve volné piirodé,
které dosahuje od poldrniho kruhu az k rovniku
ve Starém i Novém svété, ma cyklicky charakter.
Asi pfed 100 lety byla takova epidemie vztekli-
ny. Zvifeci rezervoary vztekliny nejsou znamy,
avsak jeji historie ukazuje, Ze trvalymi hostiteli
viru byly populace lasicek, cibetek, lemurt
a skunku (tchotur). Ve Spojenych statech se pfi-
lezitostné zjiStuji infikovani skunkové skvrniti
a lasiCky v krajich, kde vzteklina je jinak ne-
znama. Tyto sporadické piipady jsou zvlasté
zajimavé ve vztahu k historii viru v pfirodé, ne-
bot ukazuji na jeho pravdépodobny rezervoar
21).

V USA je rabies psu relativné ridka; je to podmi-
néno zesilenim kontrolnich nafizeni, zejména poza-
davku, aby psi byli imunizovani uredné schvilenou
vakcinou proti vztekling, jestlize se volné pohybuji
v oblasti, kde infekce je v pfirodé aktivni. V roce 1966
bylo ze 4 198 laboratorné potvrzenych pfipada vztek-
liny v USA pouze 412 mezi psy; 1 522 pfipadu bylo
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1. UVOD

II. POPIS A POVAHA REOVIRU
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IV. SBER A ZPRACOVANI VZORKU

V. LABORATORNI DIAGNOZA
A. Izolace a identifikace viru
B. Sérologicka diagnéza
LITERATURA

1. UvobD

Neékteré viry, nyni zafazené do skupiny reo-
vird, byly puvodné klasifikovany jako echovirus
typu 10 nebo jeho antigenni varianty, ale pozdé-
ji, kdyZ byla urcena jejich vétsi velikost a dalsi
odli$nosti, byly ze skupiny enterovira vyfazeny
(21). Agens, puvodné popsané jako virus hepato-
encefalomyelitidy (26), je nyni klasifikovano jako
reovirus (25). Ackoli nékteré viry izolované
z kufat jsou zafazeny do skupiny reoviru, je
mozno je odlisit od sérotypu savciho puvodu
a zde se o nich nezminujeme (9, 13).

Soudé¢ podle sérologickych nélezii jsou reo-
virové infekce clovéka velmi rozsifené po celém
svété a ziejmé vétsina z nich je spojena bud
s mirnou, nebo viibec Ziadnou klinickou mani-
festaci. Reoviry byly izolovany od pacient s ho-
reCkou, exantémem, onemocnénim horniho
a dolniho respiracniho ustroji, gastrointestil-
nim onemocnénim (vCetné steatorey), onemoc-
nénim ustfedni nervové soustavy a hepatitidou,
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ale jejich vyznam jako etiologického agens
téchto onemocnéni, z nichZ nékterd byla fatalni
(8, 10, 28), je dosud nejasny. Podobné reoviry
(zejména typ 3) byly izolovany z nddorové tkané
mnoha pacientit s Burkittovym nédorem, ale
dosud nebyly nalezeny zidné presvédcivé dika-
zy pro etiologickou signifikaci téchto nalezu (2).
Reoviry byly castéji izolovany ze stolice nez
z krku nebo nosu, avsak nejdulezitéjsi zdroje
infekce pro clovéka nebyly dosud odkryty. Je
mozné, Ze nizsi zvifata jsou zdrojem pfinejmen-
$im nékterych lidskych infekci, protoze reoviry,
izolované z ruznych savcl jsou nerozliSitelné
od vird, izolovanych z ¢lovéka.

Literatura o reovirech je nyni velmi rozsahla
a budou tedy citovany jen prace, které maji za-
sadni vyznam pro tuto kapitolu. Recentni mo-
nografie o reovirech (15) podava dokumentaci
a podrobné informace o tématech, diskutova-
nych zde jen velmi kratce.
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LITERATURA

1. UvobD

A. KRATKY HISTORICKY PREHLED

Viry parainfluenzy jsou dulezitymi patogeny
respiracniho Ustroji. Jako prisluSnici skupiny
myxovirt jsou stfednich rozméra (150 az
200my.),obsahuji RNKa jsou citlivé na éter. Ac-
koli piivodni kmen (virus Sendai, mysi agens) byl
izolovin z laboratorni mysi, pouzitim technik
tkatiovych kultur a hemadsorpce byly zjiStény
typy, které infikuji clovéka (3, 7, 10, 36).

Viry parainfluenzy maji mnoho shodnych
vlastnosti s viry chiipky, ale v nékolika smérech
se od nich li§i. Viry parainfluenzy jsou vétsi nez
viry chfipky, maji vétsi dvojity helix, obsahujici
nukleoprotein (18 my. oproti 9 my. u vira chfip-
ky) a na rozdil od virt chfipky jsou schopny he-
molyzovat nékteré typy erytrocytu (18, 56—58).
Viry parainfluenzy maji spole¢né antigeny, které
s nimi viry chfipky nesdileji. VySe zminéné
vlastnosti viri parainfluenzy, vcetné antigenni
ptibuznosti, maji viak i viry parotitidy a New-
castleské choroby (NDV), (17, 23, 36, 52).

Z clovéka byly izolovany ¢tyii odli$né sérolo-
gické typy. Z fady zvifecich druhu byly izolo-
vany také kmeny virt parainfluenzy, které jevi
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piibuznost s lidskymi typy, ale jsou od nich
antigenné odliitelné (viz tab. 1).

B. EPIDEMIOLOGIE

Viry parainfluenzy typu 1—4 jsou zemépisné
znacné rozdifeny. PouZitim vhodné techniky tka-
novych kultur a hemadsorpce pfi studiu onemocnéni
dychacich cest u déti byly typy 1—3 zji§tény v mnoha
oblastech svéta, zatimco typ 4 byl izolovédn pouze ve
Spojenych  statech americkych, Velké Britdnii
a Ceskoslovensku a sérologicky byla nékaza timto
virem prokazéna ve Francii.

Prvotni ndkaza typem 3 parainfluenzy se objevi
vesmeés v ¢asném détstvi a predchazi ndkazy ostatnimi
typy (8, 11, 42). Vétsina déti ziskd neutraliza¢ni proti-
latky proti typu 3 do dvou let Zivota. K ziskéni neutra-
liza¢nich protilatek proti typim 1 a 2 dochézi pozdéji,
ale ve véku 6 ¢i 7 let ma tyto protilatky vice nez polo-
vina déti (11, 15, 42).

Kazdy ze 4 typu viru parainfluenzy muze u ¢lo-
véka vyvolat akutni onemocnéni dychacich cest.
Tento etiologicky vztah je potvrzen dvojim pozoro-
vanim. Za prvé, kazdy z téchto typu byl izolovan
signifikantné castéji od nemocnych s respira¢nim
onemocnénim neZ od jedinci bez tohoto onemocnéni
(6, 8, 12). Za druhé, kazdy z téchto typu 1, 2, 3 a 4A
vyvolal infekci a onemocnéni hornich cest dychacich,
jestlize byl poddn dospélym dobrovolnikim.

Viry parainfluenzy jsou nejduleZit¢j$imi pa-
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4. Identifikace izolovaného kmene
a) Inhibice hemadsorpce
b) Neutralizacni test

V. SEROLOGICKE METODY

A. Komplementfixacni test
1. Aplikace
2. Reagencia
3. Komplementfixacni test
4. Interpretace

B. Inhibice hemaglutinace
1. Aplikace
2. Titrace hemaglutininu
3. Titrace antihemaglutininu
4. Interpretace

C. Virusneutralizacni test

1. Aplikace

2. Na kufecich embryich

3. Na sajicich myskach a kreccich
4. Na tkanovych kulturdch

5. Interpretace

KOZNI TEST
A. Pfiprava antigenu

VI.

B. Provedeni testu
C. Intepretace

VII. SOUHRNNY PREHLED
LITERATURA

I. KLINIKA A PATOLOGIE PRIUSNIC

Ptehled klinickych, patologickych, epidemio-
logickych a virologickych aspekti piiusnic je
uveden v literatufe (10, 38).

A. KLINICKE ASPEKTY

1. Zpusob prenosu. Priusnice se prenaseji
od jednoho jedince ke druhému slinami obsa-
hujicimi virus. K pfenosu muzZe dojit pfimym
stykem, kapénkami rozptylenymi ve vzduchu
nebo zvratky kontaminovanymi slinami.

2. Patogeneze. Ackoli patogeneze pfiusnic
neni dosud pfesné znama, dosavadni znalosti
podporuji nasledujici predstavu: Virus se nej-
prve mnozi na nezndmém misté, pravdépodob-
né v hornich cestich dychacich. Odtud se dosta-
ne do krevniho obéhu a jim do slinnych zlaz a ji-

nych organti. Je vSak pravdépodobné, Ze k posti-
Zeni jinych organt dochazi teprve sekundarné
$ifenim viru z dfive infikovanych slinnych zléz.

3. Inkubaéni doba. Ve vétsiné pripadu
uplyne 18 az 21 dni mezi okamzikem nékazy
a prvym pozorovatelnym zvétSenim slinnych
Zlaz.

4. Obdobi infekénosti. Obdobi pfenos-
nosti, stanovené izolaci viru ze slin, jak u pfiro-
zené se vyskytujiciho onemocnéni, tak i u infek-
ce vyvolané experimentalné, zacind 6 dni pied
postizenim slinnych zl4z a kon¢i za 9 dni po ném
(26, 35, 51). Obvyklé obdobi infekénosti je viak
pravdépodobné krat$i. Virus muze byt ve sli-
néch také u pfipadi inaparentni infekce a u or-
chitid nebo meningitid, kdy chybi zvétSeni
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LITERATURA

Hodnoceni sérologickych vysledki

I. KLINICKY OBRAZ

Newecastleska choroba (pta¢i pneumoence-
falitida, ptaci mor) je vysoce infekCni a smrtelné
onemocnéni ptéku (kufat, krocant, baZanta,
perli¢ek, vrabcd, vran, papouskd a jinych),
pusobené virem, ktery postihuje dychaci systém,
gastrointestinalni systém a centralni nervovou
soustavu. Virus se nachdzi v krvi, mozku,
vnitfnostech, trusu a v ustnich a nosnich sekre-
tech infikovanych ptaku. Je prilezitostné prend-
$en na lidi, ktefi jsou ve styku s infikovanymi

ptéky, jako jsou pracovnici driubeZéiren a vete-
rinéfi, anebo pracuji s virem v laboratofi (1, 11,
25, 26, 35). Onemocnéni u lidi se projevuje
jako akutni granulirni konjunktivitida (nékdy
hemoragicka) bez postiZeni rohovky. RovnéZ se
mohou objevit preaurikuldrni lymfadenita, bo-
lesti hlavy, nevolnost a zimnice. Onemocnéni u
Clovéka probihd omezenou dobu a béhem 2 tydnt
dojde k spontinnimu uzdraveni. Inaparentni
infekce u exponovanych osob nejsou vzicnosti.

1. NEKTERE VLASTNOSTI VIRU

Virus Newecastleské choroby (Newcastle Diseases
Virus - NDV) patfi do skupiny myxovirovych agens
a vyznaCuje se znaénym pleomorfismem. Cistice
mohou byt kulaté v priméru 70—120 my nebo
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vlaknité, nékdy vice nez 200 my. dlouhé (2, 15, 30).
Pii negativnim barveni (23) je vidét vnitfni, pevné
stoCeny helix (ribonukleoprotein) a vnéjsi obal, ktery
ma hemaglutinacni aktivitu. Virus aglutinuje ¢ervené



KAPITOLA 15

RESPIRACNI SYNCYCIALNI VIRUS

Marc Beem, M. D. a Dorothy Hamre, Ph.D.

I. UVOD
A. Historie
B. Epidemiologie
C. Klinika -
D. Patologie

II. POPIS A POVAHA AGENS
A. Velikost a tvar
B. Chemicka skladba, stabilita
C. Antigenni skladba
D. Patogenita pro zvifata
E. Rast v tkatiovych kulturach

PRIPRAVA IMUNNIHO SERA

SBER A ZPRACOVANI VZORKU
A. Pro izolaci viru

I1I1.
IV.

B. Pro sérologickou diagnézu

V. LABORATORNI DIAGNOZA

A. Primé vySetieni klinického materidlu

B. Izolace viru
C. Identifikace izolat
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LITERATURA

1. UvoDp

A. HISTORIE

Kmeny respira¢niho syncycialniho viru byly
poprvé rozpoznany v roce 1956 a izolovany ze
Simpanzl s rymovym respiratnim onemocné-
nim (29). Ackoli dostaly nazev ,,agens opici

rymy*‘, bylo brzy ziejmé, Ze pfirozenym hosti-
telem tohoto viru je lidské respiraéni ustroji;
pozorovala se rozsahld tvorba syncycii v bu-
nécnych kulturdch, infikovanych timto virem.

Proto se vybralo jméno vystiznéjsi ,,respiracni
syncycidlni virus“ (RS virus) (10).
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KAPITOLA 17

ENTEROVIRY

Joseph L. Melnick, Ph.D., a Herbert A. Wenner, M. D.

1. UVOD

A. Historie

B. Klinické aspekty infekce

. Klinické syndromy
. Zptisob prenosu

. Inkubacni doba
Obdobi infekénosti
. Patogeneze

. Imunologie

. Epidemiologie

C. Patologie

II. POPIS A POVAHA ENTEROVIRU

A. Obecné charakteristiky

B. Reakce na chemickeé a fyzikalni Cinitele
C. Klasifikace

D. Antigenni charakteristika

E. Patogenita pro zvifata

F. Rast v tkatiovych kulturdch

NOULE W

III. PRIPRAVA ANTISER PRO TYPIZACI ENTEROVIRU
A. Na opicich
B. Na krilicich a morcatech
C. Na mysich a kieCcich (séra a ascitické tekutiny)
D. Na konich a jinych velkych domacich zvifatech
IV. SBER A PRIPRAVA VZORKU PRO LABORATORNI DIAGNOZU
A. Bezpecnostni opatfeni
B. Sbér vzorka
C. Uskladnéni a odesilani vzorka
D. Ptiprava materidlu pro inokulaci
E. Vzorky pro mikroskopické vySetfeni
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V. LABORATORNI DIAGNOZA
A. Pfimé vysetfovani vzorka
1. Elektronova mikroskopie

2. Imunofluorescencni mikroskopie

B. Izolace vira

1. Na zvifatech
2. Na tkanovych kulturach
a) Priprava kultur
b) Izolacni postupy
3. Identifikace izolovanych virti

a) Homogenita virovych zdsobnich suspenzi

b) Neutralizacni test s viry izolovanymi na mysich

c) Neutralizacni test s viry izolovanymi na tkafiovych kulturach

d) Pfiprava a uziti kombinovanych smési pro typizaci izolovanych vird
e) Testy inhibice hemaglutinace

f) Komplementfixacni testy

g) Techniky fluorescencnich protilatek

h) Precipitacni metody

4. Program postupu pro izolaci a identifikaci enteroviri

C. Sérologické metody pro diagnézu

1. Neutralizacni testy
a) Systémy tkanovych kultur

b) Neutralizacni test na mysich

2. Komplementfixacni test
3. Test inhibice hemaglutinace

VI. SPOJEN{ ENTEROVIRU S INFEKC{

LITERATURA

1. UvobD

A. HISTORIE

Skupina enteroviri byla vytvofena v roce
1957 (18) pro seskupeni poliovird, coxsackievi-
rt skupiny A a B a echovird. Vsechny jsou oby-
vateli lidského zazivaciho tstroji; jako skupina
jsou spojeny s mnozstvim ruznych klinickych
syndromi, ale jejich nejvaznéj$i manifestaci
jsou nemoci postihujici centralni nervovy sy-
stém (CNS) clovéka. Poliovirus, nejstarsi clen
skupiny, byl identifikovan v roce 1908 Land-
steinerem a Popperem (64); skupina A coxsac-
kievird v roce 1948 Dalldorfem a Sicklesem (26)
a skupina B coxsackievir v roce 1949 Mel-
nickem a spol. (86). Pokroky v metodach tka-
fovych kultur a rozsiteni jejich pouziti ve viro-
logii po roce 1950 vedly k izolaci velkého poctu
do té doby nezndmych virti, které nejsou pato-
genni pro laboratorni zvifata. Brzy se stalo
zfejmym, Ze tyto Cinitele Ize izolovat jak od

zdravych déti (38, 44, 101), tak od pacientu se
syndromem aseptické meningitidy (76, 107) a
Ze existuje velky pocet jejich typua (76, 101).
S rostoucim poctem pracovniki pfibyval pocet
novych vira. ProtoZe jejich vztah k onemocnéni
lidi nebyl zndm a protoZze nevyvolavaly one-
mocnéni u laboratornich zvitat v¢etné sajicich
mysi, byly oznaeny jako ,,sirotéi viry*“ nebo
lidské enteralni viry; toto oznaceni bylo pozdéji
zménéno na enterdlni cytopatogenni lidské
sirot¢i viry (enteric cytopathogenic human
orphan viruses) ¢ili ECHO viry. Kooperativni
studie Melnicka, Sabina a Hammona s prototy-
povymi kmeny, které tehdy byly k dispozici,
vedla k rozliSeni 13 antigenné odliSnych vird
(16). Pozdéji byly enteroviry klasifikovany jako
jedna z velkych podskupin pikornavira (51).
V soucasné dobé je zndmo 64 typu lidskych
enterovirt; dalsi antigenné odliSné kmeny se
studuji jako moZné nové prototypy.
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RINOVIRY

Albert Z. Kapikian, M. D.
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C.

Historie
Klinické aspekty
Patologie

POPIS A POVAHA RINOVIRU
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. Obecné charakteristiky

. Morfologie

. Chemické sloZeni

. Denzita

. Utinek rtiznych fyzikalnich a chemickych ¢initeli

. Etanol a fenol

. Eter a chloroform

. Fluorokarbon

. Kyselé prostredi

. Termostabilita

. Stabilizace kationty proti tepelné inaktivaci

. 2 (« — hydroxybenzyl) — benzimidazol (HBB) a guanidin hydrochlorid

Klasifikace

N A Lo~

. Antigenni sloZeni

1. Polet imunotypt
2. Kandidati na zafazeni
3. Popis ruznych antigeni

Patogenita pro zvifata
Rust v tkanovych kulturach
Rist v organovych kulturach

PRIPRAVA IMUNNICH SER

SBER A PRIPRAVA VZORKU

A.
B.

Bezpecnostni opatfeni
Pro izolaci virt

1. Vliv pavodu vzorku na cetnost izolaci
2. Vliv doby odbéru po zacitku symptomu na Cetnost izolaci
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HERPESVIRY
HERPESVIRUS HOMINIS, HERPESVIRUS SIMIAE, HERPESVIRUS SUIS
Tadasu Tokumaru, M. D.

HERPESVIRUS HOMINIS

(Synonymum: Herpes simplex)

1. UVOD

II.

A. Klinika

1. Zpusob pienosu

2. Onemocnéni
a) Opakovany herpes simplex
b) Generalizovany herpes
c) Eczema herpeticum
d) Traumaticky herpes
e) Akutni infekéni gingivostomatitis
f) Keratoconiunctivitis
g) Vulvovaginitis
h) Herpes progenitalis
i) Herpetickd meningoencephalitida nebo encephalitida
j) Systémové onemocnéni

B. Patologie

1. KuzZe a sliznice

2. Mozek

3. Ostatni tkané

POPIS A VLASTNOSTI AGENS
A. Velikost a tvar
B. Chemické slozeni

C. Rezistence
1. Skladovani
2. Fyzikélni vlivy
3. Chemikalie
4. Enzymy
5. Biologické preparaty

D. Antigenni skladba

1. Pocet sérotypu
2. Popis antigent
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E. Patogenita pro zvifata

. Sajici mysi

. Dospélé mysi

. Kralici

Morcata

Krecci

. Bavlnikové krysy

. Kurata

. Mirikina no¢ni (Astus trivirgatus)
F. Kultivace v kufecich zirodcich

1. Chorioalantoidni membrana
2. Embryo

G. Kultivace v tkanovych kulturdch
1. Krali¢i ledviny
2. Ostatni buiiky

PRIPRAVA IMUNNICH SER
SBER A PRIPRAVA VZORKU

A. Zvlastni bezpecnostni opatfeni

B. Zdroje a odbér materialu

. Stéry z viedu ust, o¢i a genitalii
. Vezikularni tekutina

. Sliny

. Mozkomis$ni mok

. Mozek, micha a ostatni organy
. Krev

QAU W N —

C. Zasilani materidlu

LABORATORNI DIAGNOSTIKA
A. Pfimé vySetfeni klinického materidlu
1. Svételna mikroskopie

2. Elektronova mikroskopie
3. Imunofluorescen¢ni vysSetfeni

B. Izolace a identifikace viri

1. Imunitni test
2. Virusneutralizacni test
a) Mysi: dospélé a sajici
b) Kureci embrya
c) Tkanové kultury
C. Sérologicka diagnostika
1. Komplementfixacni test
a) Kufeci zarodky
b) Tkanové kultury
¢) Mozky sajicich mysi
d) ZkfiZena reaktivita mezi herpesviry
. Hemaglutinaéni test
. Hemadsorp¢ni test
. Virusneutralizacni testy
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HERPESVIRUS SIMIAE

(Synonymum: B virus)

. UVOD

A. Klinika

1. Opice rodu Macaca
2. Opice rodu Cynomolgus
3. Clovék

B. Patologie

1. Macaca rhesus
2. Kralik
3. Clovek

POPIS A VLASTNOSTI AGENS

A. Velikost a tvar

B. Chemické sloZeni

C. Rezistence

D. Antigenni skladba

E. Patogenita pro zvifata, kufeci embrya a tkafiové kultury

PRIPRAVA IMUNNICH SER

1. Kralici a morcata
2. Opice

3. Kurata

4. Koné

5. Ovce

SBER A PRIPRAVA VZORKU PRO LABORATORNI VYSETRENT{
A. Bezpecnostni opatieni
B. Zdroje materidlu a odbér vzorki na vySetfeni

. LABORATORNI DIAGNOSTIKA

A. Izolace viru
1. Tkanové kultury
2. Zvireci hostitelé
3. Identifikace viru
B. Sérologicka diagnostika
1. Neutralizacni test
2. Zktizena reakce s H. hominis
3. Zkfizena reakce s H. suis
4. Imunofluorescencni test

C. Diferencialni diagnostika

LITERATURA
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HERPESVIRUS SUIS

(Synonymum: Pseudorabies virus)

1. UVOD
A. Klinika
1. Veprt
2. Hovézi dobytek
3. Epizootologie

B. Patologie

II. POPIS A VLASTNOSTI AGENS
A. Velikost a tvar
B. Chemické slozeni
C. Rezistence

D. Antigenni skladba

1. Pocet sérotypu
a) ,L*“ kmen
b) ,,G* kmen
2. Popis antigent
3. Patogenita pro zvifata

III. PRIPRAVA IMUNNICH SER

IV. SBER A PRIPRAVA MATERIALU NA VYSETREN{
A. Bezpecnostni opatieni
B. Zdroj materidlu a odbér vzorka

V. LABORATORNI DIAGNOSTIKA

A. Izolace viru

1. Zvirata

2. Kuteci embrya

3. Tkatové kultury

4. Identifikace izolovanych vira

B. Sérologicka diagnostika
1. Komplementfixacni test

2. Neutralizalni test
3. Zkfizena reakce s H. hominis a H. simiae

C. Diferencialni diagnostika
SEZNAM ZVIRECICH HERPESVIRU
LITERATURA
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KAPITOLA 20

CYTOMEGALOVIRY

Matilda Benyesh-Melnick, M. D.

. UvOD

A. Klinické a epidemiologické aspekty infekce
1. Klinické syndromy
2. Doba nakazlivosti a zpusob pfenosu

B. Patologie

POPIS A VLASTNOSTI CYTOMEGALOVIRU
. Velikost a struktura
. Chemicka skladba
. Reakce na chemické a fyzikalni vlivy
. Antigenni vlastnosti
. Hostitelé
. Rust na tkanovych kulturdch
1. Bunécny systém
2. Virovy cytopaticky efekt
3. PasdZovani a uchovéavani viru

4. Priprava bezbuné¢nych virovych zdsobnich vzorki
5. Prukaz viru

PRIPRAVA IMUNNICH SER

SBER A ZPRACOVAN{ VZORKU PRO LABORATORN{ DIAGNOZU

A. Vzorky k izolaci viru

Mo¢

. Vytéry z ust

. Bioptické vzorky

. Pitevni vzorky

. Zpracovani bioptickych a pitevnich vzorka
. Leukocyty z periferni krve
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B. Sérum pro testovani protilatek

C. Vzorky pro exfoliativni cytologii

LABORATORNI{ DIAGNOZA

A. Pfimé vySetfovani klinického materidlu
1. Histopatologie

2. Exfoliativni cytologie
3. Elektronova mikroskopie



B. Izolace viru na tkanovych kulturach

1. Buné¢né kultury a média

2. Ockovani a pozorovani kultur
a) Moc
b) Jiné vzorky

3. Identifikace izolovaného CMV
a) Cytopatologie a hostitelé
b) Sérologicka identifikace

i. Komplementfixacni test

ii. Neutraliza¢ni test

iii. Nepfimy test fluorescen¢nich protilatek

C. Sérologicka diagnédza
1. Pouzivané metody
2. Komplementfixacni test
3. Neutralizacni testy

a) Neutralizacni test redukce plaka
b) Zkumavkovy neutralizacni test

D. Hodnoceni vysledka

1. Exfoliativni cytologie a histopatologie

2. Izolace viru
3. Sérologicka diagnéza

LITERATURA

1. UvoD

Cytomegaloviry (CMV) tvoii skupinu agens
fazenych mezi herpetické viry, ktera je znama
hojnym vyskytem u ¢lovéka i cetnych jinych
savcl. Infekce zpusobené témito viry in vivo a
in vitro jsou vysoce druhové specifické a zpuso-
buji charakteristickou cytopatologii, vyznacujici
se znaéné zvétSenymi (cytomegalickymi) burika-
mi, obsahujicimi intranukledrni a cytoplazma-
tické inkluze. Nazev ,,virus slinnych zlaz*, po-
uzivany ve staré terminologii, vznikl z castého
vyskytu patognomonickych cytomegalickych
bunék ve slinnych zlazach déti a také u nizsich
zvifat. U lidské infekce byva CMV oznacovan
,virus cytomegalické inkluzni nemoci®, coz
ukazuje na etiologické spojeni s disseminova-
nou, Casto smrtelnou nemoci novorozencu.

Mnoho let byla diagnéza CMV infekce za-
visld vylu¢né na posmrtném vySetfovani tkani.
Diagnoéza béhem Zivota byla umoZnéna teprve
po zavedeni exfoliativné cytologickych metod
jako laboratorni metodiky ke stanoveni patogno-
monickych bunék v moci déti s cytomegalickou
inkluzni nemoci (27, 51, 60, 88). Izolace cyto-
megaloviru a jeho pomnoZovani in vitro
(68, 74, 86) umoznilo nejen vypracovani dalsich
metod k detekci aktivni infekce béhem Zivota,ale

poskytlo také zéklad k vyvoji sérologické dia-
gnostiky.

Pouzivani téchto metod ukazalo na diagnos-
ticky vyznam pozitivnich virologickych i séro-
logickych nélezi u vrozené nebo ziskané CMV
infekce u ¢lovéka. Znacné rozsifeni inaparent-
nich infekci, zjiSténé séroepidemiologickymi
piehledy (13, 68, 76, 81) a nalezy dlouhodobého
vyluCovani viru za pfitomnosti specifickych
protilatek (45, 46, 67, 75b, 84) ukazuje na
nutnost obezietného hodnoceni vyznamu pozi-
tivnich laboratornich nalez. Déle neni jasné
zjisténo, zda existuji jeden nebo vice sérotypt
lidského CMV. U raznych kmenu izolovanych
z lidi je naznacen urcity stupen antigenni riizno-
rodosti (23, 58, 85). Dosud vSak neni znimo,
zda se ,antigenni varianty* li$i svou patoge-
nitou.

A. KLINICKE A EPIDEMIOLOGICKE
ASPEKTY INFEKCE

1. Klinické syndromy. Klinické projevy
CMYV infekce se méni podle véku postiZzenych.
Vrozena infekce koncivda odumfenim plodu
v déloze nebo muze vyvolat klinicky syndrom
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KAPITOLA 21

VIRUS VARICELLY-ZOSTERU
Thomas H. Weller, M. D.

UVOD
A. Historie
B. Klinika

1. Varicella
a) Prenos
b) Patogeneze
c) Inkubaéni doba
d) Obdobi nakaZlivosti
e) Priznaky
f) Komplikace
2. Herpes zoster
a) Pfenos
b) Inkubacni doba a patogeneze
¢) Obdobi nakaZlivosti
d) Ptiznaky
e) Komplikace

C. Patologie

POPIS A POVAHA VIRU

. Charakteristika a klasifikace

. Velikost a tvar

. Chemické sloZeni a rezistence
. Antigenni sloZeni

. Patogenita pro zvifata

. Rust v tkanovych kulturich

1. Vseobecna charakteristika

2. Loziskovity cytopaticky proces

3. UdrZovani v sériovych pasdZich in vitro

4. Priprava bezbunétného infekéniho viru z tkanovych kultur
PRIPRAVA IMUNNICH SER

ODBER A ZPRACOVANI VZORKU
A. Bezpecnostni opatieni
B. Izolace viru

1. Z koznich 1ézi
2. Z jinych mist
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C. Odbér vzorku pro sérologickou diagnézu
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VSEOBECNE ZASADY LABORATORNI DIAGNOSTIKY
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VI.

VIROVYCH A RICKETTSIALNICH INFEKCI
Edwin H. Lennette, M. D., Ph. D.

Uvod
Zakladni pfistupy k diagnostice virovych a rickettsidlnich infekci
Vybaveni virologické laboratofe

Odbér a zpracovani vzorki
A. Odbér materialu pro mikroskopické vysetieni

B. Odbér a zpracovani krevnich vzorkid pro sérologické testy
1. Odbér
2. Zasilani a uskladnéni
3. Zpracovani krve v laboratori
4. Uskladnéni a registrace vzorku
C. Odbér a zpracovani vzorku pro izolaci viru

1. Doba odbéru
2. Odbér

3. Odesilani

4. Uskladnéni

Diagnostické pristupy
A. Mikroskopické metody

B. Izolace virt
1. Odbér materidlu
2. Vybér laboratorniho hostitele
3. Prukaz infekce
C. Sérologické metody
1. Testy vazby komplementu (komplementfixacni testy - KFT)
2. Testy inhibice hemaglutinace (hemaglutina¢né inhibicni testy — HIT)
3. Testy aglutinace, precipitace a flokulace
4. Neutralizacni testy

Vypocet 509, vyslednych hodnot
A. Vseobecné poznamky
B. 509, vysledné hodnoty pfi titraci viru

1. Vypocet LD5o metodou Reedovou-Muenchovou
2. Vypocet LDso metodou Kiérberovou

TORRESNI KNIHOVNA
vV HODONIN E
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V. ODBER MATERIALU PRO MIKROSKOPII

A. Svételnd mikroskopie
1. Pfiprava natéra
2. Biopticky materidl
B. Elektronova mikroskopie
C. Imunofluorescenéni vySetfeni

VI. LABORATORNI DIAGNOZA

A. Pfimé vySetfeni klinického materidlu
1. SuSené roztéry materialu z vezikul

2. Material z kozni biopsie
B. Izolace viru
1. Tkanové kultury

2. Identifikace izolath z tkafiovych kultur

a) Podle morfologickych kritérii

b) Specifické techniky aplikovatelné k identifikaci izolatd z tkafovych kultur
i. Imunofluorescen¢ni barveni

ii. Jiné pristupy
C. Sérologickd diagnéza
1. Vazba komplementu
a) Omezeni metody
b) Priprava antigen
2. Imunofluorescenc¢ni technika

LITERATURA

1. Uvob

A. HISTORIE

Vseobecné se ptijima, Ze etiologickym agens
varicelly (planych neStovic) a herpesu zoster
(pasového oparu) je jediny virus, nazyvany
virus varicelly-zosteru (virus V-Z) nebo Herpes-
virus varicellae. Klinickd varicella pfedstavuje
primarni infekci clovéka, zatimco zoster se
vyviji u Castecné imunniho hostitele. Souhrn
dikazt podporuje postuldt, Ze zoster je obvykle
vyrazem aktivace latentné piezivajiciho viru
varicelly; aktiva¢ni mechanismus vSak zlstava
nejasny.

Dtkazy o spolecné virové etiologii obou
klinickych jednotek se nashromazdily z vice
zdroju. Jako prvni zaznamenal v roce 1888 von
Bokay (6), ze varicella se mtZe rozvijet u citli-
vych déti po jejich kontaktu s piipady zosteru.
Kundratitz (31) ockoval zosterovy material
a vyvolal u péti dobrovolnikt varicelliformni
erupce. Studium koznich 1ézi u varicelly (57)
a pasového oparu (32) dokumentovalo identitu
histopatologickych zmén v kuzi. Za pomoci
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antigennich extrakta z koznich 1ézi obou nemoci
ziskali rizni pracovnici dikazy o imunologic-
kém vztahu puvodcu (2, 7, 35). Pokusy o nale-
zeni experimentalniho zvifete, v némz se virus
pomnozuje, byly neuspé$né, ackoli inokulace
opi¢ich varlat (42) a fragmenta lidské kuZe,
implantovanych na chorioalantoidu kufeciho
embrya, vedla k loziskovym lézim (5,21).
V roce 1953 bylo konecné dosazeno izolace viru
V-Z v kulturich lidskych tkani (59). Virus in
vitro byl jasné vézan na buriky a pro sériovou
propagaci bylo tfeba bezvyhradné pienosu
infikovanych bunék. Imunologicky vztah viro-
vych kmend, ziskanych z piipada varicelly
i zosteru, byl definitivné stanoven technikou
fluorescencnich protilatek (60) i vazbou kom-
plementu a neutraliza¢nimi testy (61).

B. KLINIKA
1. Varicella

a) Pfenos.
pravdépodobné

Obvyklou cestou pfenosu je
kapénkovd infekce. Kon-
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RUZNE VIRY

Joel Warren, Ph.D.

I. KONSKA INFEKCNI ANEMIE
Literatura

II. NEMOC Z KOCICIHO SKRABNUT{
A. Pouziti koZniho testu v diagnostice
B. Sérologicka diagnostika
Literatura
III. KONTAGIOZNI EKTYMA
A. Izolace viru
B. Sérologicka diagnostika
Literatura
IV. ENCEFALOMYOKARDITIDA
A. Izolace viru
B. Neutraliza¢ni test

C. Reakce vazby komplementu
1. Antigen
2. Pozitivni kontrolni sérum
3. Postup

D. Hemaglutina¢né inhibi¢ni test
Literatura
V. EXANTHEMA SUBITUM A ERYTHEMA INTECTIOSUM
Literatura
VI. SLINTAVKA A KULHAVKA
A. Izolace viru
B. Sérologickd diagnostika

1. Neutralizacni test
2. Reakce vazby komplementu

Literatura

VII. VIROVA HEPATITIDA A; VIROVA HEPATITIDA B
A. Etiologie
Literatura



VIII.
A. Izolace viru
B. Neutralizaéni test
C. Reakce vazby komplementu
D. Imunofluorescence
Literatura

IX.
Literatura

X. MOLLUSCUM CONTAGIOSUM

MARBURGSKA VIROVA NEMOC

LYMFOCYTARNI CHORIOMENINGITIDA

A. Mikroskopické vysetfeni materidlu z eflorescenci

B. Reakce vazby komplementu
Literatura

INFEKCNT MONONUKLEOZA
A. Krevni obraz

B. Sérologicka diagnostika

XTI,

1. Standardni heterofilni aglutina¢ni testy

2. Diferencialni absorp¢ni testy

3. Rychly test heterofilnich protilatek

4. Jiné postupy
Literatura

XII. VERUKA (bradavice)
LITERATURA

I. KONSKA INFEKCNIi ANEMIE

(konskd malérie, bazinna horecka, perniciézni anémie koni)

Koriska infek¢ni anémie je akutni nebo chro-
nické horecnaté onemocnéni koni, mulu a osla,
vyvolédvané virem, ktery stale zistava malo po-
znan, a byl objeven jiz v roce 1904 Valléem
a Carrém (1). Koné jsou vnimavi k onemocnéni,
které se projevuje primarné postizenim retiku-
loendotelidlni soustavy, vedoucim k anémii,
podkoznimu edému a hubnuti. Pavodce,
jehoz velikost byla filtraci stanovena na 20 az
50 my., perzistuje v krvi po cely Zivot infikova-
nych zvifat (4). Ackoliv jsou zpravy, Ze tento
virus je cytopatogenni pro kultury komskych
leukocytu, na nichZ jej lze sériové udrzovat (2)
a Ze je schopen aglutinovat erytrocyty primata

a ovci (3), neni tato metodika dosud tak vyvinuta,
aby slouzila k diagnostice lidskych onemocnéni.

Korniska infek¢ni anémie se zfidka prenese
na Clovéka. Vyvolavd u ného febrilni anémii,
diareu a ledvinnou koliku. Obvykle byva ta-
kova ptihoda v tésném vztahu ke konim (1).
Laboratorni diagnéza muze byt s jistotou sta-
novena pouze vyvolinim typického onemoc-
néni u koné podkozZni inokulaci 10—25 ml
filtrovaného séra ziskaného v prubéhu akutni
faze onemocnéni. Pokusni koné musi byt usta-
jeni v izolovanych prostorech a denné pozoro-
vani nejméné 90 dni se zietelem na horecku,
anémii a ubytek vahy.



1 8

III1.

Iv.

Lé6

KAPITOLA 23

MYKOPLAZMATA LIDSKEHO PUVODU

Robert H. Purcell, M. D. a Robert M. Chanock, M. D.

UVOD

A. M. pneumoniae
B. M. hominis

C. T-kmeny

POPIS A VLASTNOSTI MYKOPLAZMAT
A. Charakteristika
B. Klasifikace

C. Antigenni skladba

1. Sérologicka charakteristika

2. Imunochemickd charakteristika
D. Patogenita pro zvirata
E. Rust v tkanovych kulturach

F. Rust na umélych médiich

PRIPRAVA REAGENCII

A. Priprava média pro kultivaci mykoplazmat
1. Zaklad média
2. Kvasnicovy extrakt
3. Koiiské sérum
4. Taliumacetat
5. Priprava média
6. Substratova média
B. Pfiprava mykoplazmatického antigenu pro imunizaci zvifat
1. Bujén z masové infaze
2. Kvasnicovy ultrafiltrat
3. Pfiprava média
4. Pfiprava antigenu
5. Imunizace kraliki nebo morcat

ODBER, PRIPRAVA A UCHOVAVANI VZORKU MATERIALU
NA VYSETREN{

A. Bezpecnostni opatfeni

B. Odbér a zpracovani materialu pro izolaci mykoplazmat

C. Odbér a zpracovani krve pro sérologickou diagnostiku



V. LABORATORN{ DIAGNOSTIKA

A. Primé vySetfeni klinického materidlu

B. Izolace mykoplazmat

. Izolace M. pneumoniae
. Izolace T-kment mykoplazmat

AU LN —

. Barveni kolonii mykoplazmat
a) Dienesovo barveni
b) Barveni akridinovou oranzi

. Izolace mykoplazmat s velkymi koloniemi (vCetné M. pneumoniae)
. Inkubace mykoplazmatickych kultur
. Pasaze mykoplazmatickych kultur

7. Biologické urceni izolovanych mykoplazmat

a) Hemolyticky test
b) Hemadsorpcni test

8. Sérologické urceni izolovanych mykoplazmat

a) Rustové inhibi¢ni test
b) Imunofluorescen¢ni test
¢) Metabolismusinhibiéni test

d) Ostatni sérologické metody ur¢ovani mykoplazmat
9. Chemické urcovani izolovanych mykoplazmat

C. Sérologicka diagnostika mykoplazmatickych infekci

1. Povaha sérologickych odpovédi
a) M. pneumoniae
b) M. hominis
¢) T-kmeny
d) Ostatni druhy mykoplazmat

2. Techniky sérologické diagnostiky

a) KomplementfixaCni test
b) Metabolismusinhibi¢ni test

c) Titrace chladovych aglutininti

d) Ostatni sérologické testy

. Hodnoceni vysledka

1. M. pneumoniae
2. M. hominis
3. Ostatni mykoplazmata

LITERATURA

1. Uvob

Mykoplazmata (pleuropneumonia- like orga-
nisms, PPLO) byla poprvé izolovina ze zvifat
vr. 1898 a z Clovéka v r. 1937 (27, 83). Je o nich
dlouho znamo, Ze vyvolavaji vaZzna onemocnéni,
jako jsou akutni a chronické respiracni choroby,
artritidy, sérozitidy, mastitidy a nervové cho-
roby u mnoha druht savcu a ptékd, ale jejich
uloha v lidské patologii nebyla zcela jasna az
do r. 1962. Tehdy bylo prokazano, Ze ptvodce
tzv. primédrni atypické pneumonie, reagujici
pozitivné s chladovymi aglutininy, je myko-

plazma (11). Nékteré prace z nedavné doby
upozorfiuji na to, Ze i jind mykoplazmata mo-
hou byt patogennimi agens rtznych lidskych
chorob, a to pfedev§im respiracniho a urogeni-
talniho ustroji (21, 39, 47, 48, 56, 61, 79, 80,
93, 123, 124, 131, 139, 140). Z clovéka bylo az
dosud izolovano 8 druhti mykoplazmat a sku-
pina biologicky podobnych, ale sérologicky
heterogennich mykoplazmat, tzv. T-kmenu (ta-
bulka 1). Jediné M. pneumoniae je bezpecné
prokazany lidsky patogen ; M. hominisa T-kme-
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KAPITOLA 24

RICKETTSIE

Bennet L. Elisberg, M. D., F. Marilyn Bozeman, M. S.

I. UVOD
II. PUVODCI INFEKC{

111,

IV.

A. Obecné vlastnosti

B. Klasifikace a antigenni skladba

1. Skupina skvrnivek a purpurovych horecek
2. Horecka tsutsugamushi

3. Q horecka

4. Volynska horecka

C. Patogenita pro zvifata a hostitele

D. Rast na tkatiovych kulturach

ODBER A ZPRACOVAN{ VZORKU K IZOLACI A SEROLOGICKE
DIAGNOZE

A. Bezpecnostni opatieni

B. Lidské onemocnéni

C. Clenovci a zvifeci rezervoary

LABORATORNI DIAGNOZA
A. Pfimé vySetfeni vzorki pro izolaci
B. Izolace rickettsii
1. Rickettsie skupiny skvrnivek, purpurovych horecek aQ horecka na moréatech

2. Horecka tsutsugamushi a rickettsidlni neStovice na mysich
3. Volyiiska horecka

C. Identifikace rickettsii
1. Mikroskopické vySetfeni
2. Izolace puvodcti na morcatech
3. Izolace ptivodcti na mysich
4. Kultivace rickettsii na kufecich embryich

D. Pfiprava imunniho séra
E. Sérologicka diagndza
1. Weilova-Felixova reakce
2. Komplementfixalni test
a) Infekce skvrnivkou a skupinou purpurovych horecek

b) Horecka tsutsugamushi
¢) Q horecka
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KAPITOLA 25

PUVODCI PSITTACOSIS - LYMPHOGRANULOMA
VENEREUM

K. F. Meyer, M. D., B. Eddie, Dr. P. H.*) a J. Schachter, Ph. D.

. UVOD

A. Klinické pfiznaky
1. Psittacosis
2. Lymphogranuloma venereum (LGV)
3. Jiné nédkazy urogenitalniho tustroji
4. Jiné sav¢i nakazy
B. Makroskopicka a mikroskopicka 1éze

1. Psittacosis
2. Lymphogranuloma venereum
3. Negonokokova uretritida a cervicitida

C. Epidemiologie
1. Psittacosis
2. Lymphogranuloma venereum
3. Jiné ndkazy urogenitalniho ustroji
POPIS A VLASTNOSTI PUVODCE NAKAZY
. Morfologie
. Chemické slozeni
. Rezistence
. Klasifikace
. Antigenni sloZeni

mEHOOW P

. Patogenita pro zvifata

. PRIPRAVA IMUNNICH SER
Iv.

SBER A ZPRACOVANI VZORKU PRO LABORATORNI DIAGNOSTIKU

A. Bezpecnostni opatieni
B. Pro izolaci bedsonii

1. Sbér a zpracovani diagnostického materidlu
2. Konzervace bedsonii v laboratofi

C. Pro sérologickou diagnostiku — sbér, uskladnéni, zpracovani
1. Lidské sérum

*) Dr Eddie neo¢ekdvané zemrela 27. ¢ervna 1969.
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2:
3.

Ptadi sérum
Savdi sérum

D. Pro mikroskopii

1%
2.
3.

Svételnd mikroskopie
Elektronova mikroskopie
Imunofluorescencni vysetfeni

V. LABORATORN{ DIAGNOSTIKA
A. Izolace bedsonii

IE

Zpracovani vzorki pro izolaci bedsonii

a) Krev

b) Sputum nebo vyplachy z krku

¢) Pleurdlni tekutina

d) Bubonicky hnis

e) Vzorky z urogenitalniho ustroji

f) Vzorky stolice

g) Materidl od niZsich zvifat

h) Tkan&

1) Zpracovani kontaminovaného materialu

. Ockovani indikdtorovych hostiteltt bedsonii

a) Laboratorni mys$
b) Ockovani morcete
¢) Kufeci embryo

B. Identifikace izolati

1
2.
3
4.

5
6.

Komplementfixacni test za pouZiti izolatu jako antigenu
Testy virulence a patogenity

Testy zkfiZené imunity

Neutraliza¢ni testy

a) Toxin-antitoxinovy neutralizaCni test

b) Neutralizace infek¢nosti na mysich a kufecich zarodcich
c¢) Plakredukéni neutralizacni test na tkafiové kultufe
Duikaz kmenov¢ specifickych antigent u bedsonii
Vyznamnost vysledka

C. Sérologicka diagnostika

1.

2.
3.

Pfimy komplementfixacni test
a) Priprava antigent
b) Postup u komplementfixacniho testu
c) Interpretace vysledka
1. Psittacosis
2. Lymphogranuloma venereum
3. Jiné ndkazy
d) Modifikace
Nepfimy komplementfixacni test
Hemaglutina¢né inhibi¢ni test

D. Testy koZni citlivosti a intradermalni testy

il
2.

Lymphogranuloma venereum
Ornithosis

LITERATURA
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KAPITOLA 26

SKUPINA TRIC
Phillips Thygeson, M. D. Lavelle Hanna, M, A.

UvVOD

ONEMOCNENT{
A. Klinické projevy
1. Trachom
2. Inkluzni konjunktivitida
B. Patologie
C. Epidemiologie
D. Imunologie

VLASTNOSTI PUVODCE TRACHOMU A INKLUZNT
KONJUNKTIVITIDY

A. Taxonomie

B. Odliseni od LGV
C. Zvlastni vlastnosti
D. Izolace a adaptace

PRIPRAVA IMUNNIHO SERA

LABORATORNI{ DIAGNOZA
A. Pfiprava a vySetfovani epitelidlnich stéra
1. Zdroj materialu
2. Barvici metody
a) Barveni podle Giemsy
b) Barveni jédem
c) Barveni fluorescencnich protilatek
3. Morfologie TRIC ¢astic
4. Morfologie inkluznich télisek
5. Rozpoznani komplikaci
B. Ptiprava a vySetfovani folikuldrnich expresi
1. Priprava
2. Povaha folikulu
3. Cytologie vytlateného materidlu

C. Priprava a vySetfovani otiskovych preparati a kultur z exsudatu

1. Otiskové preparaty z exsudatu



2. Kultivace

3. Adenovirové kultury
D. Izolace puvodce

1. Zpracovani klinickych vzorka

2. Kultivace ve Zloutkovém vaku
3. Bezpecnostni opatieni
4.

Identifikace izolovanych kmenu

a) Prukaz elementdrnich télisek v barvenych preparatech
b) Prukaz komplementfixacni reakci
c) Identifikace izolovaného kmene

5. Typovani izolovanych kment

a) Protekéni test s toxinem na mysich
b) Test fluorescencnich protildtek v typovani

E. Sérologické techniky
1. Neutraliza¢ni test
2. Komplementfixacni reakce
3. Intradermdlni test
4. Imunofluorescen¢ni technika

5. Hemaglutina¢ni a hemaglutina¢né inhibi¢ni testy

F. Steroidni provokacni test
G. Vakcinacni studie
H. Chemoterapie TRIC infekce

LITERATURA

1. Uvob

Trachom je chronicka keratokonjunktivitida,
rozsifend po celém svété, kterd vyvolava vazné
obtiZe zjizvenim spojivky (se zkroucenim vi¢-
ka a fas) nebo zjizvenim rohovky, vaskulari-
zaci a ulceraci. Nelé¢eny trachom mivé dlouho-
doby chronicky prubéh a Casto zpusobuje sle-
potu. Sekundarni bakteridlni infekce muze
zhorsit prubéh nemoci. Nékdy nastane i spon-
tanni uzdraveni, zvl4$té u malych déti; v ze-
mich, kde je trachom endemicky, byvaji béz-
né reinfekce.

Inkluzni komjunktivitida je oénim projevem

mirné venerické nemoci, charakterizované u mu-
ze chronickym zinétem mocové roury, trva-

jicim omezenou dobu a zanétem délozniho
¢ipku u zeny. Nemoc probihd nejcastéji pod
obrazem akutniho papildrniho zanétu spojivek
u novorozencu (5 az 12 dni po porodu). Méné
Casto probiha u dospélych jako akutni ¢i sub-
akutni folikularni zanét spojivek ziskany v ne-
chlérovanych bazénech, u zdravotnich sester
a lékaid, pracujicich s nemocnymi na porodni-
cich ¢i na gynekologii a u jedinct s venerickym
onemocnénim, ktefi si zneCistili vlastni odi.
U dospélych pfipomind onemocnéni v poca-
teCnich stadiich trachom, avsak je ¢asové ome-
zené, nezpusobuje zjizveni a neni pfic¢inou
slepoty, ani vyznacné neposkozuje zrak.

I1l. ONEMOCNENI

A. KLINICKE PROJEVY

1. Trachom. Ponévadz puvodce trachomu,
inkluzni konjunktivitidy a lymphogranuloma
venereum (LGV) nelze s urCitosti laboratorné

536

odlisit, je diagnéza trachomu nutné klinickou
zéleZitosti. Onemocnéni postihuje obzvlasté
horni spojivky a horni vicka. V I. stadiu (Mac
Callan) jsou diagnostickym znakem folikuly
horniho vicka, povrchni zinét rohovky a rohov-




C. 509, vysledné hodnoty v neutraliza¢nich testech
1. Urceni vysledné hodnoty titru protilatek v systémech uZivajicich
metody ,,fedény virus — konstantni sérum*
2. Urceni vysledné hodnoty titru protilatek v systémech uZivajicich
metody ,,konstantni virus — fedéné sérum*

VII. Dodatek

A. Test vazby komplementu

1. Reagencie
a) Redici roztok

b) Suspenze senzibilizovanych Cervenych krvinek

¢) Komplement
d) Antigen
e) Sérum

2. Vlastni test

B. Metody ockovéni kufecich embryi

1. PfedbéZné zpracovani vajec
2. Struktura vejce
3. Techniky ockovani

a) Ockovéani do amniové dutiny

b) Ockovani na chorioalantoidni membranu
c¢) Ockovani do alantoidni dutiny
d) Ockovani do Zloutkového vaku

LITERATURA
BIBLIOGRAFIE

1. UvoD

Nasledujici kapitoly podavaji specifickou
a podrobnou informaci o metodéach a postupech
bézné uzivanych v laboratorni diagnostice ne-
moci nebo infekci zpusobenych viry a rickett-
siemi. Postupné poznavani duleZitosti téchto
Ciniteld, jako puvodcd nemoci clovéka, vedlo
ke zna¢nému usili ve vyvoji potfebnych labo-
ratornich prostfedku. Tato stat proto shrnuje
celé spektrum technik — od jednoduchych a laci-
nych aZ po obtizné, slozité nebo drahé. Umysln&
Siroky rozsah metod zde uvadénych vyplyva
z dvojiho tcelu této knihy ; za prvé — poskytnout
pracovni pfirucku tém, ktefi nejsou zbéhli ve
virologii a rickettsiologii, avSak chtéji v diag-
nostice pracovat; za druhé - zajistit pramen
snadno pfistupnych podrobnych informaci pro
ty, ktefi uZ maji v téchto oblastech prace urcitou
zkusenost.

Funkei virologické diagnostické laboratofe je
predev$im zajiStovani postupt slouzicich ke
stanoveni diagnézy; je tedy samoziejmé, Ze
nejvyhodnéjsi jsou ty metody, které jsou jedno-
duché, laciné a dovoluji rychle vySetfit velky

18

pocet vzorku. Idealn¢ mé byt diagnosticka labo-
ratof schopna pomahat ve vyzkumu infekénich
nemoci; v zavislosti na rozsahu spolupréce v ta-
kovém vyzkumu se rozsah jejich metod ptislus-
né roz$ifi a také zahrne nékteré z naroc¢néjsich
technik.

Bakteriolog nebo sérolog pracujici ve virolo-
gické diagnostice zjisti, Ze ,,modus operandi®
se 1isi od toho, na co je zvykly, i kdyZ se pouziva
tychz zakladnich technik, s nimiZ je obezné-
men. Tak ve virologické sérologii se diagnéza
opira jen zfidka o vySetfovéani jednoho vzorku
krve; misto toho se spole¢né testuji dva (péaro-
vé) vzorky i vice od pifslusného pacienta, coz
znamen4 uskladnéni ¢asnych vzorkl séra az do
doby, kdy jsou k dispozici pro vysSetieni vSechny
vzorky. Protoze tato séra se musi uskladnovat
nékolik dni nebo tydnii, musi se vechny vzorky
samoziejmé zpracovavat také za sterilnich
opatieni. Navic pouzivaji virologické sérologic-
ké testy pomérné malych objemi reagencii
véetné séra — coZ je dusledek toho, Ze se obvykle
musi provadét vice testi neZ pouze jeden.
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KAPITOLA 27

KORONAVIRY

Albert Z. Kapikian, M. D.

. UVOD

A. Historie
B. Klinika

POPIS A POVAHA AGENS

. Obecné charakteristiky

. Morfologie

. Chemicka skladba a vliv chemickych agens
. Klasifikace

. Antigenni skladba
1. Pocet imunotypu
2. Popis antigenu
a) Komplementfixani antigen
b) Hemaglutina¢ni antigen
F. Patogenita pro zvirata
G. Rast v tkanovych a organovych kulturach

Mg 0Ow e

PRIPRAVA IMUNNICH SER

SBER A ZPRACOVAN{ VZORKU
A. Pro izolaci viru

B. Pro sérologickou diagnézu

C. Pro elektronovou mikroskopii

. LABORATORNI DIAGNOSTIKA

A. Izolace viru
1. Na zvifatech
2. Na kufecich embryich
3. Na tkanovych kulturach
4. Na organovych kulturich
B. Identifikace izolata
1. 229E virus
2. Koronaviry, které rostou jen v organovych kulturach
3. Koronaviry, které rostou v organovych kulturich, mozcich sajicich mysek
a tkanovych kulturach opicich ledvin
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KAPITOLA 2

PREVENCE LABORATORNICH INFEKCI

S. Edward Sulkin, Ph. D. a Robert M. Pike, Ph. D.

Zaznamenané laboratorni infekce
Aerosoly

Neékteré potencidlné nebezpecné postupy
A. Ockovani vajec a jejich zpracovani
B. Pouzivani injek¢ni stfikacky a jehly

C. Lyofilizace
D. Centrifugace
E. Pipetovani

IV. Bezpecnostni skiiné

V. Experimentalni zvirata a tkanové kultury

VL
VIL
VIII.

Dekontaminace
Obecné avahy

LITERATURA

Kazdy, kdo pracuje s viry, rickettsiemi nebo
bedsoniemi, je vystaven nebezpeci mozné infek-
ce, at jiz pfi nehod¢, nebo zanedbani nalezitych
opatfeni. Peclivy pracovni postup a pouzivani
ruznych ochrannych zafizeni, ktera jsou bézné

Odstrafiovani kontaminovanych predméta

dostupnd, znacn€ sniZuje nebezpeli infekce.
Ucelem této kapitoly je poukdzat na nedostatky
pfi praci, které nejcastéji vedou k nihodné
infekci a doporucit dosazitelné ochranné pro-
stiedky a zafizeni.

1. ZAZNAMENANE LABORATORNI INFEKCE

Analyza ruznych typa hlaSenych infekci
a okolnosti, za jakych k nim doslo, miize pomoci

pii e
opatieni. Proto se zaznamenané infekce pii riz-

nych piilezitostech shrnovaly. Kupfikladu v roce
1949 bylo zhodnoceno 222 piipadd labora-
tornich infekci virového puivodu, z nichz 21 bylo
fatlnich (27). Znama nehoda byla pficinou jen
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KAPITOLA 3

TECHNIKA TKANOVYCH KULTUR PRO VIROLOGICKOU
DIAGNOSTIKU

Nathalie J. Schmidt, Ph. D.

I. UVOD

A. Vyvoj aplikace techniky tkanovych kultur ve virologii
B. Vyhody pouziti tkanovych kultur

C. Druhy bunécnych kultur v diagnostické virologii
D. Detekce mnoZeni virti v bunéénych kulturach

. Degenerace bunék

. Tvorba plaka

. Inhibice metabolismu

. Hemadsorpce

Technika fluorescen¢nich protilatek

. Interference

. Prukaz virové infekce v organovych kulturach

NOVULE LN —

II. PRIPRAVA BUNECNYCH KULTUR IN VITRO

A. Média pro bunécné kultury
1. Biologické materidly
2. Chemicky definovana média
B. Zpracovani a uchovavani cerstvych tkani

C. Techniky uvoliiovani bunék
1. Pouziti proteolytickych enzymu
a) Trypsinace Cerstvych tkani
b) Trypsinace jednovrstevnych bunéénych kultur
2. Pouziti chelata
3. Pfiprava fragmentt z Cerstvych tkani
. Pocitani bunék
. Pfiprava raznych typa bunéénych kultur in vitro
1. Bunécné kultury lidského ptivodu
a) Bunécné kultury lidské amniové blany
b) Bunééné kultury lidskych fetlnich ledvin
¢) Bunécné kultury lidské fetdlni kiize a svalu
d) Bunécné fetalni diploidni kmeny
e) Kontinualni bunécné linie lidského pavodu
f) Organové kultury lidského rasinkového epitelu z embryondlni trachealni
nebo nosni sliznice

g
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II1.

IV.

VL

VII.

2. Bunécné kultury opiciho pavodu
a) Primarni a sekundarni kultury bunék opicich ledvin
b) Kontinualni bunécné linie opiciho puvodu
3. Bunéc¢né kultury z hlodavca
a) Primarni kultury bunék krali¢ich ledvin
b) Kontinualni linie krali¢ich buné¢k
¢) Primérni kultury kfec¢ich ledvin
d) Kontinudlni linie bunék krec¢i ledviny BHK-21
4. Bunééné kultury z kufeciho embrya

IZOLACE VIRU NA BUNECNYCH KULTURACH

A. Priprava inokula
1. Suspenze ze stolice
2. Rektalni vytéry
3. Vyplachy a vytéry nosohltanu
4. Tkanové suspenze

B. Inkubace kultur pfi izola¢nich pokusech

C. Uvahy o u¢inku virti na tkafiové kultury

TITRACE VIRU V JEDNOVRSTEVNYCH BUNECNYCH
KULTURACH; STANOVENI TCDj

PLAKOVANI VIRU

A. Vseobecné tvahy

B. Zlepseni podminek pro tvorbu plaka

C. Modifikace plakovych technik

D. Priklady plakovych technik
1. Plakovani enteroviri v kulturdch bunék opicich ledvin v kultiva¢nich lahvich
2. Plakovani vir na kontinudlnich buné¢nych liniich v Petriho miskach
3. Plakovéni virt v jamkach plastickych panelt

NEUTRALIZACNI TESTY NA TKANOVYCH KULTURACH

A. Diskuse

B. Neutralizacni testy v jednovrstevnych zkumavkovych kulturich

C. Mikroneutralizacni testy v jednovrstevnych bunéénych kulturach

1. Mikroneutralizacni test pro polioviry
2. Mikroneutralizacni test pro myxoviry

D. Neutraliza¢ni testy pro identifikaci izolovanych virti imunnim sérem
E. Neutralizani testy redukce plaka
F. Barevné (metabolismusinhibi¢ni) neutralizacni testy

1. Barevné neutralizani testy pro enteroviry
2. Barevné neutraliza¢ni testy pro reoviry

POUZITI TKANOVYCH KULTUR PRO PRIPRAVU SEROLOGICKYCH
ANTIGENU
A. Vseobecné uvahy

B. Dulezité faktory pro pfipravu sérologickych antigent s vysokym titrem na
tkanovych kulturach
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1. Infekce velkych bunéénych populaci
2. SloZeni udrzovaciho média
3. Multiplicita infekce
4. Zjistovani intraceluldrni nebo extracelularni lokalizace antigenu
C. Postup pfi odstrafiovani antikomplementdrni aktivity komplementfixacnich
antigenud
1. Pouziti fluorokarbonu
2. Pouziti inaktivovaného morceciho séra

D. Priklady postupt pro pfipravu virovych sérologickych antigenti na bunéénych
kulturach
1. Komplementfixacni antigen varicella-zoster
2. Komplementfixacni a hemaglutinacni antigeny rubelly

VIII. KONZERVACE, UCHOVAVANI A TRANSPORT BUNECNYCH KULTUR

A. Kulickové kultury

B. Udrzovani bunécnych kultur pfi snizené teploté

C. Konzervace bun¢k ve zmrazeném stavu

D. Doprava buné¢nych suspenzi a kultur

IX. KONTAMINACE BUNECNYCH KULTUR MYKOPLAZMATY
A. Detekce mykoplazmat v bunécnych kulturach
1. Média
2. Izola¢ni metody

3. Identifikace kolonii mykoplazmat
4. Subkultivace mykoplazmat

B. Ochrana bunécnych kultur pfed kontaminaci mykoplazmaty
C. Odstranéni mykoplazmat z buné¢nych kultur

1. Pouziti antibiotik

2. Pouziti mykoplazmatickych antisér

3. Pouziti hypertermie

X. ZARIZENI PRO KULTIVACI BUNEK V DIAGNOSTICKE VIROLOGII
A. Sklo
1. Myti
2. Sklo pro jednorazové pouziti
3. Uvahy o sterilizaci skla
B. Plastické kultiva¢ni nadoby
C. PryZovy materidl
D. Ostatni zafizeni pro techniky tkafiovych kultur

1. Staciondrni stojanky na zkumavkové kultury
2. Zafizeni pro uzavirani zkumavkovych kultur
3. Police a stojany na lahvové kultury

4. Rolery pro buné¢né kultury

XI. DODATEK

A. SloZzeni a priprava médii a roztoki pro tkanové kultury
1. Roztoky antibiotik a antimykotik
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