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1. Uvod

Klistova encefalitida (KE) je zavazné infek¢ni onemocnéni cloveka, které poskozuje zejména
centralni nervovy systém (CNS). V CR je kazdoro&né zaznamenavéno piiblizné 600 piipadii
onemocnéni.

Piivodcem onemocnéni je virus KE (VKE), ktery je fazen mezi arboviry, tedy mezi viry
prenasené krev sajicimi ¢lenovci (Palus a Riizek, 2013). Genom viru tvoii jednovlaknova RNA
kodujici tii strukturni proteiny (C, M, E) a sedm nestrukturnich proteinii. Nukleokapsida viru je
tvofena virovou nukleovou kyselinou a kapsidovym proteinem C. Toto virové jadro je obaleno
lipidovou membranou obsahujici proteiny M a E. Protein E je hlavnim povrchovym antigenem, ktery
umoziuje vazbu na povrchové receptory hostitelské butiky a zprostfedkovava tak jeji infekci (Heinz,
1986).

Clovék je VKE nejéastéji infikovan b&hem infestace (pfichyceni a sani krve) infikovanym
klistétem. Druhym pfirozenym zptisobem pfenosu je alimentarni cesta po poziti mléka nebo mlécnych
produktti obsahujicich VKE. Hlavnim pienasedem klistové encefalitidy v Ceské republice je kliste

obecné (Ixodes ricinus), vyskyt KE je proto tizce svazan s rozsifenim tohoto parazita a obdobim jeho
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po prodélaném onemocnéni i pocet pripadt koncicich smrti nemocného (Lindquist aVapalahti, 2008).

Mimo typickych hostitelit VKE, zahrnujicich obratlovce jako jsou hlodavci a hmyzozravcei, kteti
spolu s pfenase¢em sehravaji hlavni ilohu v udrzeni ohniska KE v daném prostfedi, mohou byt virem
infikovana také domestikovana zvirata. U piezvykavci ma KE obvykle podobu asymptomatické
infekce a neptedstavuje tak zdravotni problém pro samotného nakazeného hostitele. Riziko nakazy
vSak ohrozuje ¢lovéka konzumujiciho mléko nebo mlécné produkty. Alimentarni cesta nakazy KE je
druhym nejc¢astéjsim zptsobem infekce ¢lovéka. Oproti nahodnému vyskytu KE pii infekcich
prenesenych klist’aty maji alimentarni infekce typicky rodinny vyskyt souvisejici s konzumaci virem
kontaminované potraviny. Zdrojem alimentérni infekce ¢loveka bylo identifikovano mléko koz, ovci i
krav infikovanych VKE. Prezvykavci jsou obvykle infikovani VKE v obdobi pastvy pfi sani
nakazeného klistéte. Experimentalng bylo potvrzeno, Ze u vSech vyse uvedenych druhii prezvykavct
dochazi po infekci KE k pfechodné virémii trvajici zpravidla n€kolik dnt a nasledné je mozné virus
detekovat v mléku (Gresikova, 1999).

Virus je v mléku dlouhodobé stabilni. Ve fyziologickém roztoku pfitom pfeziva po 14 dnech
sledovani pouze minimalni mnozstvi virovych castic. Na zaklad¢ téchto zjisténi bylo predikovano, ze
mléko ma protektivni vliv na stabilitu VKE a pokud je kontaminovano, zachovava si infek¢nost pro

spotiebitele po celou dobu jeho pouZitelnosti. Zivotaschopny virus se podafilo prokézat i ve viech
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testovanych mlé¢nych produktech (kyselé mléko, maslo, smetana, tvaroh a syrovatka), pficemz
nejvyssi stabilita viru byla zaznamenana v masle, kde béhem dvou mésicti sledovani nedoslo

k vyznamnému poklesu koncentrace infek¢nich castic. VKE je mozné v mléku Gc¢inn¢ inaktivovat
pasterizaci pti 72°C (Gresikova a kol., 1960). Pasterizace nebo prevareni mléka je doporucovano jako
zakladni preventivni opatfeni ochrany spottebitele pfed alimentarni infekei KE.

Alimentarni infekce KE byly zaznamenany ve vét$iné zemi, kde se infekce pfirozeng vyskytuje.
Nejrozsahlejsi epidemie KE zplisobena konzumaci nepasterizovaného koziho mléka propukla v
Roziiavé v byvalém Ceskoslovensku v roce 1951. Mlékem kontaminovanym VKE bylo nakaZeno pies
660 lidi a 271 z nich muselo byt hospitalizovano kvili zavaznému priibéhu onemocnéni (Blaskovi¢,
1954). V poslednich letech se v Ceské republice objevuji epidemie alimentarni KE malého rozsahu.

V letech 1997-2008 bylo v Ceské republice zaznamenano 64 ptipadi KE alimentarniho ptivodu, coZ
odpovidalo 0,9 % vSech ptipadl diagnostikovanych KE v uvedeném obdobi. Onemocnéni propuklo po
poziti tepelné neupraveného koziho mléka (56,3 %), ovciho syra (32,8 %) nebo kravského mléka (10,9
%) (Ktiz a kol., 2009). Prvni zdokumentovana epidemie KE pochézejici z ov¢iho syru byla
zaznamendna na Slovensku (Gresikova a kol., 1975), dalsi opakované vyskyty alimentarniho typu
infekce jsou v této zemi obvykle spojované s konzumaci nepasterizovaného mléka ovci a koz (Labuda
a kol., 2002). I v soucasnosti je znacny vyskyt KE alimentarniho ptivodu zaznamenavan na
Slovensku. Mezi lety 2007 — 2016 bylo v této zemi zaznamenano 26 lokalnich epidemii souvisejicich s
konzumaci nepasterizovaného mléka nebo mlécnych produktti. Nejcastéjsim zdrojem infekci bylo kozi
(61,5 %) a ovei mléko (26,9 %) (Kerlik a kol., 2018).

Vyskyt KE u piezvykavcl v endemickych oblastech je obvykle pomérné vysoky. Prizkum z
poslednich let zjistujici vyskyt KE v chovech malych prezvykavct v Ceské republice odhalil 24 %
séroprevalenci u koz a 39 % u ovci. Pozitivni vzorky byly zaznamenany v 79 % chovli koza v 97 %
chovii ovei (Salat a kol. 2018). Riziko alimentarni infekce KE v Ceské republice je z tohoto pohledu
znaéné. Efektivni metoda prikazu VKE v mléku je dulezita zejména pro vySetfovani potencialng

rizikovych vzorkl nebo pro hledani zdroje pfipadné alimentarni infekce KE.

2. Cil metodiky funkéniho vzorku

Cilem funkéniho vzorku bylo zavedeni metody pro zachyt a stanoveni mnozstvi infek¢nich

¢astic VKE v mléku.

3. Popis funkéniho vzorku
3.1. Metodika funkéniho vzorku

Pro konstrukci a zavedeni metody na stanoveni infekénich ¢astic VKE v mléku byl jako
modelovy systém pro vlastni testy pouzit ¢esky prototypovy kmen VKE Hypr a ov¢i mléko. Do
syrového mléka byl pfidan VKE do finalni koncentrace 10° PFU/ml (PFU — ,,plaque forming unit* —
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plakotvorna jednotka — standardizovany méftitelny ekvivalent infekéni virové ¢astice), coz je mnozstvi
viru, které se mtze v mléku malych ptezvykavci pii infekci pfirozené vyskytovat. Nasledn€ byly
pripraveny alikvoty (1 ml) mléka s ptidanym VKE do mikrozkumavek (1,5 ml), které byly ulozeny pfi
4°C nebo 8°C. Jednotlivé vzorky byly nasledné po dobu 10 dni v jednodennich intervalech odebirany
a zamrazeny na —80°C. Poté byly vzorky ze vSech casovych interval rozmrazeny a mléko odsttedéno.

Takto pfipraveny material byl nasledné pouzit pro testovani ptitomnosti VKE.

3.1.1. Test plakové titrace VKE v mléku

Jako zakladni test pro zachyt infek¢nich ¢astic VKE byla pouzita metoda plakové titrace. Toto
testovani je provadéno na permanentni bunécéné linii PS (pivodné piipravené z epitelu ledvin prasete).
Buiiky byly kultivovany v Zivném médiu (L15 s 3 % bovinniho fetalniho séra a 1% roztoku antibiotik
(Sigma)) v jamkach plastové kultivacni desky (24 jamkova kultiva¢ni deska (TPP)), na jejiz povrch
piilnou a pokryji celé jeji dno (2x10° bun&k/jamku). Z jamek se poté odebralo médium a piidal se
testovany material — odstfedéné mléko obsahujici virus (20 ul v 0,18 ml Zivného média). Jako
pozitivni kontrola je v testu pouzivan Cesky prototypovy kmen VKE Hypr. Material je v dalsich
jamkach panelu v ramci testu desitkove fedén. Maximalni fedéni ptivodniho materialu v provedeném
testu bylo 1 : 10 000. Po 2 h inkubaci pti 37 °C bylo do jamek ptidano 0,3 ml média a 0,4 ml 3 %
roztoku karboxymethylceluldza (nafedéné 1:1 v 2x koncentrovaném médiu L15). Nasledné pridani
karboxymethylcelulozy zplisobi zvyseni viskozity média a zabrani tak volnému Sifeni infekce v jamce.
Virus se tak mize §itit pouze z infikované buiiky na bunky sousedni a vytvaret tak cytopatickym
efektem v souvislé vrstvé bunék plaky, coZ jsou oblasti mrtvych bunék, které se odlouci z povrchu
jamky. Po péti dnech kultivace v termostatu pii 37°C byly plaky vizualizovany barvenim. Panely se
nejprve promyly fyziologickym roztokem a nasledné se barvily roztokem naftalenové modri (1 g
naftalenové ¢erné, 60 ml ledové kyseliny octové, 13,6 g octanu sodného, doplnéno do 1 1 destilované
vody) po dobu 45 min. Po obarveni panelt je mozné vizualizované plaky spocitat a urcit tak

vyslednou koncentraci virovych ¢astic v mléku v hodnotach PFU/ml.

3.1.2. Detekce RNA VKE pomoci real-time RT-PCR

Pro specifickou konfirmaci ptitomnosti VKE v mléku byla pouZzita metoda RT-PCR (reverzné
transkripcni polymerazova fetézova reakce). Pfi této metode¢ je z testovaného materialu nejprve
izolovana virova RNA. Izolace RNA byla provedena z 0,14 ml odstfedéného mléka obsahujiciho VKE
pomoci izolac¢niho kitu QIAmp Viral RNA mini kit (Qiagen). Vlastni jednokrokova real time RT-
PCR reakce byla provedena za pouziti Oasig lyophilised OneStep qRT-PCR MasterMix (Genesig) a
Path-TBEV-standard (Genesig). Vlastni real-time RT-PCR reakce a jeji analyza byla provedena na
LightCycler 480 II v 96 jamkové desce. Pii této reakci dochazi nejprve k prepisu RNA na DNA a
nasledn¢ je monitorovano mnozstvi vznikajicich kopii cilového genu vlastni PCR reakci v redlném

Case. Pfi této reakci dochazi k exponencialni replikaci cilového useku nukleové kyseliny a za pomoci
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fluorescencné znacenych sond je vyhodnocena koncentrace hledané virové RNA v plivodnim

materialu s vyuzitim standard o znamém mnozstvi kopii cilového genu.

Program real-time RT-PCR reakce:

Reverzni transkripce: 10 min 55°C
Aktivace enzymt: 2 min 95°C

50 cykli:

Denaturace: 10 s 95°C

Syntéza DNA a detekce signalu: 60 s 60°C

Slozeni reakéni smési:
OneStep qRT-PCR MasterMix: 10 ul
Oligonukleotidy a sonda (Path-TBEV): 1 ul

voda: 4 ul
izolovand RNA: 5 ul

3.2. Vysledky
3.2.1. Plakova titrace — zachyt Zivotaschopného viru

S vyuzitim modelovych experimentl se podafilo prokazat, Ze metoda plakové titrace je
vhodnym testem pro detekci infekce schopnych ¢astic VKE v mléku. Po nabarveni panelil je mozné

pocitat vizualizované plaky (Obr. 1, Tab. 1).

Obr. 1: Metoda plakové titrace. Vizualizované
plaky (bila mista bez bunék) po nabarveni
zbylych zivych neinfikovanych bunék
prisedlych na dné jamek titracni desky.

Tab. 1: Pocet plakii v jamkach, kde byl testovany vzorek tisicindsobné reden.

Doba inkubace (dny) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Pocet plaktl pti 4°C 33 31 25 18 30 16 14 18 14 33 21
Pocet plak( pti 8°C 29 30 14 18 27 28 16 22 25 17 18




Vlastni vypocet koncentrace PFU/ml je provadén na zakladé poctu plakli v piislusném fedéni vzorku:

Koncentrace viru (PFU/ml) = (A x R x 1000) / 180

Kde A je pocet plakti v jamce a R je hodnota fedéni ptivodniho vzorku.

Z vysledku je ziejmé, Zze VKE je v mléku dlouhodobé stabilni (Obr. 2). Limit detekce VKE
pro tuto metodu byl stanoven na 10> PFU/ml mléka pfi analyze 120 pl vstupniho mnoZzstvi
testované¢ho materialu. Metoda je vhodna i pro zachyt VKE v mléku uskladnéném po delsi dobu pfi
chladnic¢kové teploté. Pfitomnost VKE v mléku bylo mozné prokazat po celou dobu testovani (10

dnt1). Ani na konci sledovaného obdobi nebyl zaznamenén pokles koncentrace viru v mléku pii 4°C
nebo 8°C (Obr. 2).
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Obr. 2: Stabilita VKE v mléku pri 4°C a 8°C. Koncentrace VKE v hodnotach PFU/ml je v grafu

zobrazena s vyuzitim logaritmické osy.

Metodu plakové titrace je mozné vyuzivat pouze v laboratofich pracujicich v rezimu prace
vyssiho stupné biologické ochrany, protoze se v prubéhu testu pouziva biologicky rizikové agens

(pozitivni kontrola VKE Hypr) spadajici do této kategorie.

3.2.2. Real-time RT-PCR - detekce nukleové kyseliny VKE

Za pouziti metody real-time RT-PCR se podatilo potvrdit piitomnost VKE v testovanych
vzorcich. Bylo ovéfeno, Ze metoda je vhodna pro detekci VKE v mléku skladovaném pii chladnickové
teploté (4°C nebo 8°C) az po dobu 10 dntl. Specifické oligonukleotidy pro syntézu konkrétniho tseku
nukleové kyseliny VKE a specificka fluorescencné znacena sonda, ktera se vaze na noveé
syntetizovanou oblast DNA, zarucuji jednozna¢né urceni pfitomnosti RNA VKE. Pfitomnost nukleové

kyseliny VKE byla v mléku prokazana ve vSech testovanych Casovych intervalech (Tab. 2).
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Tab. 2: Zachyt nukleové kyseliny VKE pomoci real-time RT-PCR.

Doba inkubace (dny) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
VKE v mléku (4°C) + + + + + + +
VKE v mléku (8°C) + + + + + + +

3.2.3. Vysledky - shrnuti
Optimalni pro vyhodnoceni pfitomnosti VKE v mléku je kombinace obou metod. Provedenim
metody plakové titrace lze prokazat ptitomnost vlastnich infekce schopnych ¢astic a testem RT-PCR

je mozné potvrdit piitomnost VKE na molekularni urovni.

4. Srovnani novosti postupt

Test detekce infekce schopnych ¢astic VKE v mléku metodou plakové titrace neni podle

nasich informaci v soucasné dob¢ pouzivan.
5. Uplatnéni funkéniho vzorku

Funk¢ni vzorek je na pracovistich autorti zaveden a je vyuzivan k vyzkumnym ucelam.
Potencialni komeréni vyuziti testu zavisi na zajmu chovatelti malych pfezvykavct o vyhodnoceni miry
rizika alimentarni infekce KE v daném chovu zamétené na vysetfovani potencidlné rizikovych vzorkt.
Metoda mtize byt také vyuzita pro hledani zdroje piipadné alimentéarni infekce KE.

6. Ekonomické aspekty

V soucasné dob¢ nelze ekonomické aspekty odhadnout. Cena jednotlivych vySetfeni a mira

potencialniho komer¢niho zisku bude zavislad na mnozstvi vySetfovanych vzorkd.
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