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1. Uvod

Hantaviry patfi mezi zoonotické viry s velkym vyznamem pro verejné zdravi. Taxonomicky jsou
tyto mikroorganismy fazeny do rodu Orthohantavirus (¢eled Hantaviridae, fad Bunyavirales) (Khun a
hemoragickou horecku s rendlnim syndromem nebo hantavirovy plicnim syndrom (Kriger a kol.,
2001). Geneticka informace téchto virl je tvofena tfemi segmenty RNA s negativni polaritou. Maly
genomovy segment kdduje virovy nukleokapsidovy protein, stfedni segment obalové glykoproteiny a
velky segment RNA polymerazu (Vaheri a kol., 2013).

Hlavnimi pfirozenymi hostiteli hantavir(i jsou hlodavci, mezi dalsi vyznamné hostitele téchto
mikroorganism0 patfi hmyzoZravci a netopyfi (Avsi¢-Zupanc a kol., 2019). Ptirozeni hostitelé jsou
pravdépodobné hantaviry infikovani dlouhodobé. Do vnéjsiho prostredi jsou tyto viry vyluéovany
modi, vykaly nebo slinami. Nej¢astéjsim zplsobem prenosu infekce na ¢lovéka je vdechnuti
vylu¢ovanych virl, méné ¢astou cestou infekce je kousnuti infikovanym zvifetem (Avsi¢-Zupanc a kol.,
2019).

Netopyfi jsou rezervoarovymi hostiteli vice nez 130 druh( vird, pficemz 60 druhl ma
zoonoticky potencidl (Luis a kol., 2013). V neddvné dobé jsme objevili v netopyrech z Ceské republiky
novy hantavirus (Strakova a kol., 2017), v soucasnosti nesouci oznaceni Brno loanvirus (BRNV;
Loanvirus brunaense). V ramci nasledného vyzkumu byla zjisténa kompletni sekvence jeho genomu.
Nové identifikovany BRNV vykazuje fylogenetickou pfibuznost s jinymi hantaviry pfendsenymi
netopyry a vysokou genetickou vzdalenost od jinych znamych hantavird. BRNV byl zachycen i
v Némecku, Rakousku a Polsku a zda se, Ze se vyskytuje zejména v netopyru rezavém (Nyctalus
noctula). Analyza distribuce virové RNA ukazala nejvyssi pfitomnost viru v jatrech, plicich a ledvinach
(Dafalla a kol., 2023).

Netopyr rezavy je hmyzoZravy netopyr rozsifeny po celé Evropé, Asii a severni Africe. Tento
druh patfi mezi migrujici netopyry, pficemz na velké vzdalenosti migruji zejména samice (Popa-
Lisseanu a Voigt, 2009). Netopyfi zimujici ve stfedni Evropé pochazeji z populaci s letni oblasti
vyskytu vzdalenou stovky kilometr(i severné, coz je potieba zohlednovat pfi interpretaci ziskanych
epidemiologickych dat a pfi managementu ochrany téchto zZivocichli. Netopyfi rezavi hibernuji ve
velkych skupinach se zastupci obou pohlavi na stejném stanovisti. Vzhledem k tomu, Ze béhem
zimniho spanku snaseji nizké teploty, vyuzivaji jako zimovisté diry ve stromech, skalni stérbiny, ale i
kostelni podkrovi nebo dutiny v plasti bytovych dom(l. V méstském prostiedi jsou nej¢astéjsim
prezimujicim druhem netopyr( (Celuch a Kariuch, 2005).

Skutecnost, Ze tento druh netopyra se bézné nachazi v lidskych sidlech, mlze predstavovat
potencialni riziko pfenosu tohoto hantaviru na ¢lovéka nebo na domaci ¢i hospodarska zvifata. Proto

bylo dileZité vyvinout kvalitni detekéni metodu pro zjistovani pfitomnosti hantaviru BRNV pro
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prevalenc¢ni studie v netopyrech Zijicich v blizkosti lidi a pro pfipadnou identifikaci pfenosu infekce

BRNV na ¢lovéka nebo zvirata.

2. Cil metodiky funkéniho vzorku

Cilem funkéniho vzorku bylo zavedeni metody pro zachyt hantaviru BRNV v Zivocisné tkani.

3. Popis funkcniho vzorku
3.1. Metodika detekce RNA BRNV pomoci real-time RT-PCR

Pro specifickou detekci pfitomnosti BRNV v Zivocisné tkani byla vyvinuta metoda real-time
RT-PCR (reverzné transkripéni polymerdzova retézova reakce). Jako material pro testovani detekce
BRNV byly pouzity 10 % homogenaty tkani (jatra, ledviny, mozek, srdce, stfevo, mozek, plice, lavaz)
z 57 uhynulych netopyr( rezavych pochazejicich z méstské aglomerace. Pfi této metodé je z
testovaného materiadlu nejprve izolovdna virova RNA. Izolace RNA byla provedena z 0,14 ml 10 %
tkanového homogenatu pomoci izola¢niho kitu QIAmp Viral RNA mini kit (Qiagen). Vlastni
jednokrokovad real-time RT-PCR reakce byla provedena za pouziti Luna Probe One-Step RT-qPCR Kit
(New England Biolabs). Pro detekci RNA BRNV byly pouzZity nasledujici oligonukleotidy a sonda.
oligonukleotidy: RdRp-fw: 5' -TGCTCACCATTCTGATGATGC -3',

RdRp-rv: 5' -ACATTGCTTTCCATATATCCCCATT -3
sonda: RdRp-pr: 5'-TTGAGCCTGAAGATGATGGTTCTGCATGGT -3'.

Oligonukleotidy a sonda byly navrzeny s vyuZitim sekvence RNA dependentni RNA
polymerazy BRNV. Vlastni real-time RT-PCR reakce a jeji analyza byla provedena na LightCycler 480 Il
v 96 jamkové desce (Roche). Pfi této reakci dochazi nejprve k prepisu RNA na DNA a nasledné je
monitorovano mnozstvi vznikajicich kopii cilového genu vlastni PCR reakci v realném case. Pfi této
reakci dochazi k exponencidlni replikaci cilového Useku nukleové kyseliny a za pomoci fluorescencné

znacené sondy je vyhodnocena pfitomnost a relativni mnoZstvi hledané virové RNA BRNV.

Real-time RT-PCR reakce probihala v reakéni smési o vysledném objemu 20 pl sloZzeném z:

Luna Universal Probe One-Step Reaction Mix 10 pl

Luna WarmStart® RT Enzyme Mix 1l
primery 1,6 ul
sonda fluorescencéné znacena FAM 0,4 pl
voda 5ul
izolovana RNA 2 ul



Teplotni profil real-time RT-PCR reakce byl nasledujici:

reverzni transkripce 10 min pti 55°C
iniciacni denaturace 1 min pfi 95°C
45 cykla:

denaturace 10 s pii 95°C

syntéza DNA a detekce signdlu 30 s pfi 60°C

3.2. Vysledky
3.2.1. Detekce BRNV v Zivoci$né tkani

S pouzitim vyvinuté metody real-time RT-PCR se podafilo prokdazat BRNV v péti jedincich
netopyra rezavého z celkového poctu 57 testovanych netopyrd. Tento vysledek poukazuje na
pomérné vysokou prevalenci (8,8 %) tohoto hantaviru ve skupiné testovanych netopyri rezavych.

RNA BRNV byla prokazana ve vSech testovanych organech (jatra, ledviny, mozek, srdce,
stfevo, mozek, plice, lavaz). Nejvyssi relativni mnozstvi RNA BRNV bylo zachyceno v jatrech, kde bylo
poukazuje na Sirokou distribuci viru v organech hostitele. Zaroven je mozné konstatovat, Ze pomoci
vyvinuté metody je moZzné detekovat RNA BRNV v rlznych tkanich.

Pro ucely ovéreni detekce BRNV v lidském séru byl pozitivni vzorek homogenatu jaterni tkané
netopyra rezavého nafedén desitkovou fadou v lidském séru a pro Ucely porovnani byl fedén stejnym
zpUsobem v médiu DMEM. Vznikla fedici fada tedy obsahovala plvodni homogenat nafedény 1:10 az
1:1000 000. Nasledné byla z takto pfipravenych vzork( izolovana RNA a provedena detekce BRNV
pomoci vyvinuté real-time RT-PCR. RNA BRNV se podafilo detekovat ve viech vzorcich fedicich rad.

V pfipadé fedéni pozitivniho homogenatu v médiu bylo dosaZzeno nasledujicich hodnot Cp reakci:
fedéni 1:10 - Cp 15,84, fedéni 1:1000000 Cp 37,19. Pfi fedéni homogenatu obsahujici RNA BRNV

v lidském séru byly detekovany nasledujici hodnoty: fedéni 1:10 — Cp 22,25, fedéni 1:1000000 — Cp
40 (hrani¢ni hodnota detekce). Vysledné CP hodnoty reakci vSech vzork( z obou fedicich jsou

uvedeny v tabulce niZe (Tab. 1).

Tab. 1: Cp hodnoty reakci detekce RNA BRNV v pozitivnim homogendtu Fedéném v médiu nebo séru.

Redéni médium DMEM lidské sérum
1:10 15,84 22,25
1:100 19,62 26,07
1:1000 23,81 29,88
1:10000 28,96 33,65
1:100 000 33,18 37,11
1:1000 000 37,19 40




3.2.2. Ovéreni specifity vysledku metody

Specifita vyvinuté metody pro detekci RNA BRNV byla ovéfena pomoci dfive popsané metody
nested RT-PCR pro detekci hantavir(i (Klempa et al., 2006). Reversni transkripce izolované RNA byla
provedena pomoci Proto Script Il First Strands cDNA Synthesis kit (New England Biolabs). Vznikla
cDNA byla poufZita pro detekci BRNV za poufZiti nasledujicich sad oligonukleotid:

a) primarni PCR: HAN-L-F1: 5'- ATGTAYGTBAGTGCWGATGC-3'

HAN-L-R1: 5'- AACCA DTCWGTYCCRTCATC-3’
b) pro nested PCR: HAN-L-F2: 5'-TGCWGATGCHACIAART GGTC-3'
HAN-L-R2: 5-GCRTCRTCWGARTGRTGDGCAA-3’

PCR reakce je cilena na vysoce konzervovanou oblast velkého segmentu hantavir(l a
vysledkem reakce je PCR produkt o velikosti 412 bp. Tento produkt byl nasledné analyzovan
elektroforézou v 2 % agardzovém gelu a znacen pomoci EIiDNA PS Green (Elizabeth Pharmacon).
Produkt izolovany z gelu byl poté sekvencovan pro finalni potvrzeni pfitomnosti RNA BRNV
v plvodnim materidlu — tkani netopyra rezavého. Pomoci uvedené nested PCR pro detekci hantavird
a nasledného sekvencovani PCR produktu byla potvrzena pritomnost RNA BRNV u vsech péti

netopyru, kde se podarilo zachytit RNA BRNV pomoci vyvinuté metody real-time RT-PCR.

3.2.3. Vysledky - shrnuti

Vyvinuta metoda detekce hantaviru BRNV pomoci real-time RT-PCR je funkéni. Specifické
oligonukleotidy pro syntézu konkrétniho Useku nukleové kyseliny BRNV a specificka fluorescencné
znacena sonda, kterd se vaze na nové syntetizovanou oblast DNA, zarucuji jednoznaéné urceni

pfitomnosti RNA BRNV ve vSech testovanych tkanich.

4. Srovnani novosti postupti
Test detekce hantaviru BRNV metodou real-time RT PCR neni podle naSich informaci v

soucasné dobé jinde pouZivan.

5. Uplatnéni funkcniho vzorku

Funkéni vzorek je na pracovisti autor(i zaveden a je vyuzivan k vyzkumnym ucelim zejména
k detekci BRNV v tkanich netopyru. Dalsi potencialni vyuZiti vyvinutého testu spociva v uplatnéni
v humanni nebo veterinarni mediciné pro pfipadné odhaleni prenosu BRNV na ¢lovéka nebo domaci

¢i hospodarska zvirata.

6. Ekonomické aspekty

V soucasné dobé nelze ekonomické aspekty odhadnout.
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