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A virologiai diagnosztika modszerel

e Tenyésztésen alapuld modszerek

e Szeroldgiai modszerek

e Nukleinsav kimutatasan alapuld modszerek

e Egyvéb modszerek

i Ugynkség | "
www.ujszechenyiterv.gov.hu ‘ = MAGYARURSMG MEG“]UL

AT A projekt az Eurépai Unié timogatéséval, az Eurépai
U Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.
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Tenyesztesen alapuldo modszerek |.

* Virusok csak €l6 sejtekben tarthatdoak fenn

— A tenyésztés alapja a virustartalmu anyaggal tortend élo
sejtek fertbzése

o Tenyésztés: ismert virustartalmd anyaggal dogozunk
» |zolalas: ismeretlen virustartalmu anyaggal dolgozunk

« A virusok tenyesztése veszélyeket jelenthet a
laboratorium szemelyzetére, az allatok és a lakossag
szamara, ezert a bioldgiai biztonsag szempontjabol
kllon rendszabalyok vonatkoznak ra
— BioSafety (Laboratory) Level (BSL) 2,3,4

Ugras a médszerek felosztasa diara

b ‘x. A projekt az Eurépai Unié tdmogatésdval, az Eurépai
P Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosul meg.
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Tenyesztesen alapuldo modszerek 1.

Modszerek felosztasa az €l6 sejt szarmazasa

alapjan:
— Tenyésztés/izo
— Tenyésztés/izo
— Tenyésztés/izo

as allatokban
as embrionalt tyuktojasban
as sejttenyeszeteken
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Tenyésztés allatokban |. '

e Mas néven in vivo kultira

 Ezt a technikat nagyrészt felvaltotta a virusok tojasban vagy
sejtkultiraban valo tenyésztése

» Etikai szempontbol kényes terilet
— Allatok szandékos megbetegitése

* Indokolt médszer lehet ma is, ha:
— a virus nem vagy nehezen szaporodik sejttenyészeten
— nem ismert a virus fert6zékepesseége, pathogenezise

— védoboltasok artalmatlansadganak és hatékonysaganak
vizsgalata a cel

Ugras a tenyésztési modszerek felosztasa diara

www.ujszechenyiterv.gov.hu
06 40 638 638

A projekt az Eurépai Unié tdmogatésdval, az Eurépai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.
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Tenyesztes allatokban 1.

« Asiker el6feltétele a virusra fogékony allatfaj megtalalasa
— Legtbbbszo6r természetes gazdafajok vagy azok rokonai

« Allatoltds modszere:

— Léguti virusokat intranasalisan, KIR virusokat intracerebralisan,
egyéb virusokat intraperitonealisan vagy subcutan
— Oltast kovetd szoros megfigyelés
* Fert6zésre utald jelek: gorcs, bénulas, koordinacios zavar, elhullas

o 24 o6ran belll elhullott allatok esetében altalaban nem a virust tekintjuk
a halal okanak

— Tunetek kialakulasa utan az allatot le kell 6Ini, fel kell boncolni és
az erintett szerveket feldolgozni tovabbi vizsgalatokra
— Kontrollcsoport sziikséges

« Nem aktivalodik-e az allatok valamilyen lappangd, sajat virusa a
beavatkozas hatasara

— Sikeres allatoltas bizonyitéka az allat véreben megjelend virus
elleni specifikus ellenanyagok kimutatasa

Nemzeti Fejlesztési Ugyndkség - EEEEEEE———
B
www.ujszechenyiterv.gov.hu MAGYARORSZAG MEGUJUL
0640 638 638 I —

A projekt az Eurépai Unié tdmogatésdval, az Eurépai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.
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Tenyesztes allatokban Ill.

Gyakorlati peldak:
* Neurotrop flavivirusok tenyésztése szopos
egerben
— Intracerebralisan
— 1-2 napos ujszuldtt immunoldgiailag naiv egerek
— szervezetukben nagy szamban vannak o0sztddo
sejtek

— megfigyelésik nagy gyakorlatot igenyel
e Kb. 2 hetes periodus

* Lényeges jelek: szokatlan szin, kis testméret, szokatlan
aktivitas, remegeés, oldalt fekvés
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Tenyesztes allatokban |V.

e Hantavirusok tenyesztése ragcsalokban
— Legtdbb patkanyttrzs |6 ellenanyagvalaszt ad

— Hantaan virusra a legjobb az Apodemus egeér
Intrapulmonalisan oltva

 Influenzavirus izolalasa vadaszgorénybdl
— Intranasalisan
— Ma mar csak immunsavo eldallitAsara, kutatasra

e Coxsackie virus

— Nem minden enterovirus izolalhat6
szOvettenyészetben, azokat a mintakat, ahol nem
figyelheté meg cytopathias hatas, szopos egerekbe
lehet oltani

b ‘x. A projekt az Eurépai Unié tdmogatésdval, az Eurépai
P Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosul meg.
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Tenyésztés embrionalt tyuktojasban |.

Mai napig jol hasznalhato:

 Néhany virus izolalasara

 Nagy mennyiséqgu virus felszaporitasara
— Vakcinagyartashoz: influenza-, sargalazvakcina
— Virusantigén eléallitasara

Ugras a tenyésztési médszerek felosztasa diara
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Tenyesztes embrionalt tyuktojasban II.

A modszer f6bb Iépései:

e Tojasok eldkeltetese

— Kilénbozd virusok izolalasara kulonb6z6 fejlettseqi
allapotu embriok sziksegesek
o Lampazas
— Ellenérizni kell, hogy él6-e az embrio, ill. hol van a
légzsak
— Feherheju tojas a legalkalmasabb a fényateresztes
szempontjabol

Ugras a tenyésztési modszerek felosztasa diara
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Tenyésztés embrionalt tyuktojasban IlI.

* Tojasoltas
— Virustol fuggbéen kulonb6z6 helyekre
— Influenzavirus: amnion és allantois Ureg

* Inkubacio (pl. 37 °C)
 Amnion es/vagy allantois folyadek kinyerése

e Virusazonositas

— Szerologiai modszerrel: wvt-t  agglutinalni  kepes
virusok eseteben pl. hemagglutinacio gatlas (HAG)

— Molekularis vizsgalatok: pl. polimeraz lancreakcio
(PCR)

Ugras a tenyésztési modszerek felosztasa diara
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Tenyesztes embrionalt tyuktojasban 1V.
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© dr. Reuter Gabor

Az embrionalt tojas sematikus képe. A minta virustartalmatol fliggéen az oltas az
embrionalt tojas kulonbdzé részére torténhet.

Nemzeti Fejlesztési Ugyndkség
www.ujszechenyiterv.gov.hu
06 40 638 638
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A projekt az Eurépai Unié tdmogatésdval, az Eurépai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.
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Tenyésztés sejttenyeszeteken 1.

Sejttenyészetek alkalmazhatosaga

 Legbiztosabb modszer az aktiv virusfert6zés
bizonyitasara

» Virusdiagnosztikumok készitése: antigéntermelés

o Kutatasi célok

« Védodoltasok elballitasa

— Csirkeembrio  fibroblaszt  kultdra: ~ mumps,
kanyard, kullancsencephalitis elleni vakcinak

— Human embriondlis tudé fibroblaszt kultura:
veszettséqg, rubeola, VZV, HAV elleni vakcina

— Afrikal zOld majom vesesejt (Vero) kultdra: IPV,
HIN1

Ugras a tenyésztési modszerek felosztasa diara

ERRSN A projekt az Eurépai Unié timogatésaval, az Eurépal
P Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosul meg.
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Tenyesztes sejttenyészeteken Il.

© dr. Reuter Gabor

A tenyésztésre szant kilonb6z6 sejtvonalakat fioldkba zarva folyékony nitrogén
(-195,8°C) alatt taroljuk.

Nemzeti Fejlesztési Ugyndkség
www.ujszechenyiterv.gov.hu
06 40 638 638
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A projekt az Eurépai Unié tdmogatésdval, az Eurépai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.
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Tenyesztes sejttenyeszeteken lI.

Sejttenyészetek csoportositasa:

* Primér sejtkultura

— A tenyeészet a frissen eltavolitott szerv/szdvetbodl
készul:
* ledlt allatok szervei
« mutétileg eltavolitott szervek, szervdarabok

* megszakitott ~ emberi  terhességbdl  szarmazd
embrionalis tldo, placenta

e csirkeembrid szovetek

— Els6sorban  adherens  modon, monolayer
formaban szaporodnak

— Ham/fibroblaszt/kevert tipusok

Ugras a médszerek felosztasa diara

ERRSN A projekt az Eurépai Unié timogatésaval, az Eurépal
P Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosul meg.
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Tenyesztes sejttenyeszeteken V.

o Szekunder sejtkultura
— Primer kultarak egyszeri atoltasaval jon létre

e Sorozatos sejtvonalak

— A szekunder sejtkulturak egy része 40-50 passzazson
keresztll tovabb szaporithato

— pl. embrionalis tid&eredet( diploid sejtkultura (MRC5)

e Folyamatos sejtvonalak
— Embrionalis/felnétt eredet
— Egészséges/daganatos szdvetekbdl
— Korlatlanul szaporithatoak
— Heteroploid jellegl sejtek
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Tenyesztes sejttenyeszeteken V.

Sejttenyészetek felhasznalasa virusok izolalasara

 Konfluens vagy semikonfluens 0Osszefiggd sejtréteg
alkalmas virusfertdzésre

e Virusok elékezelt fedblemez-kultdrakon IS
szaporithatoak, majd in situ fixalhatoak és festhet6ek
(shell vial culture)

« A Dbeoltott kulturakat naponta legalabb egyszer
fenymikroszkoppal ellendrizziik

* A virusok jelenléte direkt cytopathias hatas vagy indirekt
jelek alapjan allapithatdo meg

Ugras a médszerek felosztasa diara

b ‘x. A projekt az Eurépai Unié tdmogatésdval, az Eurépai
Yo Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.
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Tenyesztes sejttenyészeteken VI.

© ReuterGabor

Sejttenyésztéshez sziikséges anyagok (tapfolyadékok) és eszkdzok
(kGl6nb6z6 térfogatu Uveg és mianyag tenyésztd edények).
A kép eléterében fed6lemez-kultira készitésére alkalmas mianyag lemez lathaté
(shell vial culture).

Nemzeti Fejlesztési Ugynokség
www.ujszechenyiterv.gov.hu

—
MAGYARORSZAG MEGUJUL
0640 638 638 _—

A projekt az Eurépai Unié tdmogatésdval, az Eurépai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.
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Tenyesztes sejttenyészeteken VILI.

© dr. Reuter Gabor

A sejtkulturakat és a beoltott sejtkultiradkat naponta fénymikroszképpal ellendrizzik. A virusok
szaporodasa a sejtkarositd hatas (cytopathic effect = CPE) jelei alapjan észlelhetd.

Nemzeti Fejlesztési Ugyndkség
www.ujszechenyiterv.gov.hu
06 40 638 638

| .
—-— MAGYARORSZAG MEGUJUL

A projekt az Eurépai Unié tdmogatésdval, az Eurépai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.
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Tenyésztés sejttenyészeteken VIII.

Cytopathias hatasok (CPE)
« A sejttenyészet virushatasra  bekoOvetkez6
morfologiai valtozasai
— Sejtek destrukcidja/lysis
— Sejtek megnagyobbodasa
— Megvaltozott refraktilitas
— Oriassejtek kialakulasa
— Zarvanyok képz6dese
e nativan nem vizsgalhatd, csak festett keszitmenyen
 virusfeherjeket és sejtalkatreszeket tartalmaz

« Magra vagy cytoplazmara lokalizalédo, magra es
citoplazmara lokalizal6dd zarvanyok

Ugras a tenyésztési modszerek felosztasa diara
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Tenyésztes sejttenyészeteken IX.

Human herpes virus 1 (HHV1, korabban HSV1, Herpesviridae) okozta cytopathias

hatasok (destrukcio, lysis, a sejtek megnagyobbodasa, megvaltozott refraktilitas)

afrikai z6ld majomvese (Vero) sejttenyészeten (jobb oldali kép). A bal oldali kép a
virussal nem fert6zo6tt kontroll szOvetet mutatja.

AZ ELETTUDOMANYI- KLINIKAI FELSOOKTATAS GYAKORLATORIENTALT ES HALLGATOBARAT e e
KORSZERUSITESE A VIDEKI KEPZOHELYEK NEMZETKOZI VERSENYKEPESSEGENEK EROSITESERE e
TAMOP-4.1.1.C-13/1/KONV-2014-0001

| : -
MAGYARORSZAG MEGUJUL

A projekt az Eurépai Unié tdmogatésaval, az Eurépai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.
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Tenyesztes sejttenyészeteken X.

Kanyarovirus (Paramyxoviridae) okozta cytopathias hatasok (destrukcid, a sejtek

megnagyobbodasa, tdbb magvu orassejtek képzddése, megvaltozott refraktilitas)

afrikai z6ld majomvese (Vero) sejttenyészeten (jobb oldali kép). A bal oldali kép a
virussal nem fert6zo6tt kontroll szOvetet mutatja.

AZ ELETTUDOMANYI- KLINIKAI FELSOOKTATAS GYAKORLATORIENTALT ES HALLGATOBARAT Nemzer Feleenéel hariiels | IR ESSSSETS——
KORSZERUSITESE A VIDEKI KEPZOHELYEK NEMZETKOZI VERSENYKEPESSEGENEK EROSITESERE e
TAMOP-4.1.1.C-13/1/KONV-2014-0001 - A proekt oz Eurpal Uni tmogatésval, a2 Euripl

Alap tar ir L meg.
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Tenyésztes sejttenyészeteken XI.

Aichi virus (Picornaviridae) okozta cytopathias hatasok (destrukcio, a sejtek
megnagyobbodasa, megvaltozott refraktilitas) afrikai z6ld majomvese (Vero)
sejttenyészeten (jobb oldali kép). A bal oldali kép a virussal nem fert6zott kontroll
szOvetet mutatja.

Nemzeti Fejlesztési Ugynskség

AZ ELETTUDOMANYI- KLINIKAI FELSOOKTATAS GYAKORLATORIENTALT ES HALLGATOBARAT winwiasachemiterigoch -
KORSZERUSITESE A VIDEKI KEPZOHELYEK NEMZETKOZI VERSENYKEPESSEGENEK EROSITESERE Waouis | NS
TAMOP_4 1 1 C'13/1/KONV'2014'0001 - A projekt az Eurépai Unié tdmogatasaval, az Eurépai

Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosul meg.
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Tenyesztes sejttenyeszeteken XiIlI.

e Virusazonositasra nem alkalmas, t6bb virus is
|étrehozhat hasonldé CPE-t

e Virusazonositas CPE-s sejttenyeszetbdl:
— (RT)-PCR sejtekbdl vagy tapfolyadekbol

— Virusantigének kimutatasa: IF, vagy immunperoxidaz
modszerrel

— Legspecifikusabb a  virusneutralizacio (lasd
szerologia)

Ugras a tenyésztési modszerek felosztasa diara
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Tenyesztes sejttenyeszeteken XillI.
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© dr. Reuter Gabor :

Rotavirussal (Reoviridae) fertézott és indirekt immunofluorescencias modszerrel
vizsgalt embrionalis rhesus majomvese (MA-104) sejttenyészet. A rotavirus-tartalmu
sejtek sargaszold (citoplazmara lokalizal6do) fluorescenciat mutatnak. A hattérben
rotavirussal nem fert6z6tt sejtek lathatok.

Nemzeti Fejlesztési Ugynokség |  — m
www.ujszechenyiterv.gov.hu MAGYARORSZAG MEGUJUL
06 40 638 638 _—
A projekt az Eurépai Unié tdmogatésdval, az Eurépai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.
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Tenyesztes sejttenyeszeteken XillI.
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© dr. Reuter Gabor :

Rotavirussal (Reoviridae) fertézott és indirekt immunfluoreszcencias modszerrel
vizsgalt embrionalis rhesus majomvese (MA-104) sejttenyészet. A rotavirus-tartalmu
sejtek sargaszold (citoplazmara lokalizal6do) fluorescenciat mutatnak. A hattérben
rotavirussal nem fert6z6tt sejtek lathatok.

Nemzeti Fejlesztési Ugynokség |  — m
www.ujszechenyiterv.gov.hu MAGYARORSZAG MEGUJUL
06 40 638 638 _—
A projekt az Eurépai Unié tdmogatésdval, az Eurépai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.
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Szeroldgiai modszerek

ugras a Szeroldgiai reakciok c. fejezetre

* Virusneutralizacio

* Immunfluoreszcencian alapuldo modszerek
 ELISA-Enzym-Linked Immunosorbent Assay
o Komplementkdtési reakcio (KKR)
 Hemagglutinacio-gatlasi reakcio (HAG)
 Western-blot

* Line Immunoassay

* Immunkromatografia

Uaras a modszerek felosztasa diara
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Nukleinsav kimutatasan alapulo
modszerek

ugras a Molekularis biol6giai vizsgalatok c. fejezetre

Polimeraz lancreakcio (PCR)

Real-time PCR

Southern blot

e Line probe assay

 In situ hibridizacio

* Restrikcios fragmenthossz-polimorfizmus
(RFLP)

Uaras a modszerek felosztasa diara
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Egyéb modszerek

Elektronmikroszkopia
DNS-chip
Protein-chip
Tomegspektrometria

Uaras a modszerek felosztisa diara
Nemzeti Fejlesztési Ugynokség | R S
www.ujszechenyiterv.gov.hu [ MAGYAR“RSMGMEG“JUL
06 40 638 638 —

ERRSN A projekt az Eurépai Unié timogatésaval, az Eurépal
U Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.
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Elektronmikroszkopia I.

© dr. Reuter Gabor

Influenza A/H3N2 elektronmikroszkopos képen

Uaras a modszerek felosztisa diara
AZ ELETTUDOMANYI- KLINIKAI FELSOOKTATAS GYAKORLATORIENTALT ES HALLGATOBARAT o s =
KORSZERUSITESE A VIDEKI KEPZOHELYEK NEMZETKOZI VERSENYKEPESSEGENEK EROSITESERE pesasanen
TAMOP_4 1 1 C_13/1/KONV_2014_0001 - A projekt az Eurépai Unié tdmogatésaval, az Eurépai

Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.
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Elektronmikroszkopia Il.

i

-' r. Redter Gabor

Ebola-virus elektronmikroszkopos képen

Uaras a modszerek felosztasa diara
- A A A i - . 7 Nemzeti Fejlesztési Ugynoksé:
AZ ELETTUDOMANYI- KLINIKAI FELSOOKTATAS GYAKORLATORIENTALT ES HALLGATOBARAT B s 9 =
KORSZERUSITESE A VIDEKI KEPZOHELYEK NEMZETKOZI VERSENYKEPESSEGENEK EROSITESERE pesasanen
TAMOP_4 l l C'l?)/l/KONV'2014-0001 - A projekt az Eurépai Unié tdmogatésaval, az Eurépai

Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg.




