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SOUHRN

Prodélalova J., Moutelikové R., Cukanova E. Pfezivani enteroviru A v cukerném sirupu jako modelu
pro viry véely medonosné. Veterinaistvi 2024;74(9):506-509.

Studium ucinnosti inaktivacnich postupt je v pfipadé virll ¢asto limitovano nedostupnosti vhodného
experimentédlniho modelu zalozeném na systému kultivovatelného viru a permanentni buné&éné linie.
na které lIze virus pomnoZovat. Proto je nutné volit tzv. nahradni virus, ktery oviem musi splfiovat nasle-
dujici kritéria: pfisludnost k taxonu, dostate¢na odolnost viru v testovacich podminkéch, schopnos:
pomnozovat se na bunéc¢né linii do dostate¢né vysokého titru a bezpeénost pro personal, aby nebylo

potieba s virem pracovat v zabezpeéené laboratofi. Na zakladé vyse uvedenych kritérii jsme pro testo-

vani zvolili lidsky Enterovirus A 71 (EVA71). Ten se strukturné podoba véelimu viru éernani mateénika
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a stejné jako u mnoha dalsich vir( véely medonosné se jedna o maly neobaleny virus s genomem
tvofenym jednofetézcovou RNA a zafazeny do fadu Picornavirales. EVA71 vykazal znaénou stabilitu
a schopnost dlouhodobé pfezivat za béznych venkovnich teplot v cukerném sirupu.
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SUMMARY

Prodélalova J., Moutelikova R., Cukanova E. Persistence of enterovirus A in sugar syrup as a model
for honeybee viruses. Veterinafstvi 2024;74(9):506-509.

Testing of the effectiveness of inactivation of viruses is limited by the unavailability of a suitable expe-
rimental model based on the cultivable virus and a permanent cell line. Therefore, it is necessary to

choose a surrogate. The surrogate should meet the following criteria: taxonomic relatedness, resistan-

Magr. Eliska ce of the surrogate under the test conditions, the ability to grow on a cell line to a sufficiently high titre
Cukanova, and safety for laboratory workers. Thus, we chose human Enterovirus A 71 (EVA71) for testing. It is
doktorandka

structurally similar to the black queen cell virus and, like most of honey bee viruses, it is a small, non-
-enveloped virus with a single-stranded RNA genome; classified into the Picornavirales order. EVA71
showed both significant stability and the ability to long-term survival in sugar syrup.
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Uvod

ku, pfipadné u sacharidovych zasob v plastech
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Virova onemocnéni jiz povazujeme za nedilnou
soucast chovu véely medonosné. Omezovani
jejich negativniho vlivu na véelstva spociva pfede-
véim v dodrzovani podminek chovu odpovidaji-
cich biologickym pozadavkim tohoto druhu
hmyzu a v opatfenich zabranujicich vzniku a sifeni
nemoci.

V oblasti hygieny chovu lze v ramci boje s viréza-
mi aplikovat zejména opatieni omezujici vyskyt
infekénich virovych ¢astic na povriich chovatelské-
ho zafizeni véetné vybaveni a pouzivanych pom-
cek. Pro jejich dezinfekci Ize vyuzit postupy zaloze-
né na aplikaci chemického dezinfekéniho pfiprav-

ucinku suchého tepla.' Otazka opétovného pouziti
sacharidovych zasob, ve kterych lze v zavislosti na
situaci v chovu predpokladat vyskyt infekénich
virovych ¢astic vzhledem k jejich v literatufe popsa-
nému pfenosu alimentarni cestou, je casto vcelafi
diskutovana. Vétsina véelich virl je bézné vyluco-
vana vykaly, a proto je orofekdIni prenos bézny jak
v ramci jednoho véelstva, tak i mezi véelstvy. Pfenos
nejcastéji probihd mezi véelou a prostiedim, kdy
vcely kali mimo ul a vykaly kontaminuji navitévo-
vané kvetouci rostliny. Za urcitych okolnosti mohou
veely kalet také v ule a kontaminované ulové pro-
stiedi se opét stava zdrojem vir(.>* Stejné tak je
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casto kladen dotaz na schopnost pfezivani véelich virt pfi
chladirenské teploté po delsi casové useky. Zjistovani
schopnosti véelich virl prezivat v riznych podminkach
prostfedi viak narazi na metodické limity. Viry vcely
medonosné nelze standardné pomnozovat na perma-
nentnich bunécénych liniich, a to zejména z divodu nedo-
stupnosti vnimavé bunééné linie a vhodného virového
kmene schopného se na ni pomnozovat.® V soucasné
dobé je popsano vice nez 1000 hmyzich buné&énych linii,
které jsou velmi pfinosné pro studium hmyzich vir za
definovanych podminek. Vétsina z nich je vsak derivova-
na ze zastupct radd dvoukfidlych (Diptera) a motylt
(Lepidoptera).® Bunécné linie derivované ze zastupcl
blanokfidlych jsou dostupné ve velmi omezené mite.
Dostupna, véelimi viry nekontaminovana permanentni
bunécna linie derivovand z bunék véely medonosné by
pfedstavovala zasadni pfinos pro vyzkum v oblasti virolo-
gie vcely medonosné.* Tento pfinos spociva zejména
v eliminaci environmentalni variability, kterd ovliviuje
experimenty provadéné na vcelstvech.® Velkym problé-
mem existujicich vcelich permanentnich linii je jejich
kontaminace viry. Jedna z mala dostupnych vcelich
bunécénych linii AmE-711, derivovana z véelich embryi, je
perzistentné infikovana virem deformovanych kridel
(DWYV); pravdépodobné byla kontaminovana jiz pavodni
embrya.® Nejpravdépodobnéjsi pfi¢inou kontaminace je
vysoka prevalence DWV ve vcelstvech. Virus se prenasi
vertikalné a kontaminuje povrch vaji¢ka.* Dalsi dostup-
nou a bohuzel také DWYV infikovanou véeli bunéénou linii
je MYN9, ktera byla pfipravena z bunék larvy staré 3 az
5 dnl genovym transferem lidského protoonkogenu
c-myc.” Kontaminaci bunécnych linii derivovanych ze
vcely medonosné |ze zabranit jen velmi obtizné, jednou
z mala moznosti je dlsledné testovéni zdrojového mate-
rialu citlivymi PCR nebo sekvenaénimi metodami, priikaz
virovych ¢astic pomoci elektronového mikroskopu
nemusi byt dostacujici.®

Vzhledem k vyse uvedenému je ¢asové i finanéné nej-
vyhodnéjsi pouzivat pro testovani antivirovych dekonta-
minacnich postup( zalozenych na fyzikélnich i chemic-
kych principech tzv. nahradni viry. Jedna se o hojné
vyuzivany princip, kdy namisto cilového viru se pouzije
virus modelovy, ktery vykazuje uzivatelsky pfiznivéjsi
vlastnosti. Jedna se zejména o nasledujici kritéria: (1) pfi-
slusnost k taxonu, a tudiz jista mira podobnosti s cilovym
virem, zejména ve struktufe, velikosti, sloZzeni a morfolo-
gii; (2) dostatecna odolnost viru v testovacich podmin-
kach; (3) schopnost pomnoZovat se na bunééné linii do
vysokého titru; (4) bezpecnost pro personal, aby nebylo
potfeba s virem pracovat v zabezpecené laboratofi?
Nahradni viry jsou béZné vyuzivany pro testovani dezin-
fekénich prostiedkd v kvantitativnim suspenznim testu
i testu na nosicich.? Dalsi oblasti jejich ¢astého pouZiti je
testovani stability vir( v rizném prostredi, napf. v potra-
vinach nebo odpadnich vodach.®" Na zakladé vyse
uvedenych kritérii jsme pro testovani zvolili lidsky
Enterovirus A 71 (EVA71). Ten se nékterymi vlastnostmi
podoba véelimu viru ¢erndni mateenikd a stejné jako
u mnoha dalsich virG véely medonosné se jedna o maly
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neobaleny virus s genomem tvofenym jednofetézcovou
RNA a zafazeny do fadu Picornavirales.'?

Cilem prace bylo stanovit schopnost dlouhodobého
prezivani modelového enteroviru EVA71 v cukerném
sirupu pfi chladirenské teploté (+11 °C) a predikovat tak
miru virové kontaminace v sacharidovych zasobach po
uskladnéni v chladirné.

Material a metody

Jako testovaci virus byl pouzit lidsky enterovirus
71 (EVA71, rod Enterovirus A, ¢eled Picornaviridae), kmen
MY104-9-SAR-97, ziskany ze Sbirky zoopatogennich
mikroorganismta (CAPM), katalogové &islo CAPM V-677.
Virova suspenze byla pfipravena kultivaci EVA71 na vni-
mavé bunécéné linii VERO (odvozena z epitelidlnich
bunék ledvin ko¢kodana obecného, Cercopithecus aethi-
ops). Pro kultivaci VERO bunék bylo pouzito minimalni
esencialni médium (DMEM, Biosera, Francie) suplemen-
tované 10 % fetdlniho teleciho séra (FBS, HyClone
Laboratories, Cramlington, Velka Britanie). Testovaci sus-
penze EVA71 byla pfipravena kultivaci viru na jednobu-
nécéné vrstvé bunécné linie VERO staré 24 hodin pfi tep-
loté 37 °C v atmosféfe s 5 % CO,. V okamziku zamrazeni
vykazovala kultura pfitomnost cytopatického efektu
(CPE) na 80 % plochy. Kultura byla dvakrat zamrazena
(=80 °C) a rozmrazena, pro odstranéni zbytk( bunék byla
virova suspenze odstiedéna pfi 1500 x g po dobu
10 minut. Virova suspenze byla zakoncentrovana pomo-
ci Pierce™ Protein Concentrator 30K MWCO (Thermo
Scientific, USA). Alikvoty byly uchovany pfi -80 °C.

Pro testovani prezivani modelového EVA71 byl smi-
chan zasobni virus s roztokem glukézy (p. a., Penta, CR)
a fruktézy (p. a., Penta, CR) a poméru 1 : 1 o vysledné
koncentraci 84 % v destilované vodé. Kontrolni experi-
ment probihal ve sterilnim pufrovaném fyziclogickém
roztoku (DPBS, Biosera, Francie). Do pfipraveného rozto-
ku smési sacharid nebo DPBS byl pfidan EVA71 tak, aby
vysledna koncentrace viru byla alespori 107° TCID, /ml
a koncentrace roztoku sacharidi neklesla pod 80 %.
Hodnota TCID,  je definovéna jako mnozstvi 50% infeké-
ni davky suspenze viru nebo takové ziedéni suspenze
viru, které vyvola CPE v 50 % jednotek bunéénych kul-
tur.” Testovaci smés byla rozdélena do alikvott po 400 pl
a po dobu experimentu ulozena do termostatu s kon-
stantni teplotou +11 °C. Stanoveni virového titru probi-
halo ode dne zahdjeni experimentu vzidy ve Etyfech
nezavislych biologickych opakovénich v pravidelnych
intervalech. Pfitomnost a mnozstvi infekénich virovych
castic v jednotlivych odbérech byla stanovena pomoci
titracni metody. Cytopaticky efekt by odecitan mikrosko-
picky po péti dnech inkubace. Faktor redukce (tzn.
zmeéna titru mezi jednotlivymi odbéry) se poéitd jako
log,, ze ziskané hodnoty TCID, /ml (viz graf).?

Vysledky

Experiment probihal po dobu 140 dnd. Pocatedni titr
EVA71 ve smési sacharid( simulujicich medové zasoby
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Vely

byl 1072 a v kontrolnim DPBS shodné 1072 TCID, /ml. Po
uplynuti doby experimentu byl titr EVA71 ve smési
sacharid(i simulujicich medové zdsoby 10°¢ a v kontrol-
nim DPBS 10°° TCID, /ml. Faktor redukce mezi prvnim
(0 dnl) a poslednim (140 dnd) odbérem £inil u smési
sacharidd 1,6; v kontrolnim DPBS 1,3. Titr viru v testova-
cim roztoku sacharid@, tedy mezi zacatkem a koncem
experimentu, klesl o necelé dva logaritmické Fady,
tj. maximalné o 99 %. Pribéh poklesu virového titru
v ¢ase je zaznamenan v grafu a tabulce.
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Tabulka - Priibéh poklesu virového titru v ¢ase pfi skladovdni
modelového EVA71 pfi+11 °C.

Dny | Smés glukézy a fruktézy | Fyziologicky roztok
0 15 399 265,26 15 399 265,26
7 13 335 214,32 15 399 265,26
14 15 399 265,26 15 399 265,26
21 8 659 643,23 10 000 000,00
28 9 067 759,65 8 659 643,23
49 3162 277,66 3651 741,27
56 273841963 3162 277,66
70 133352143 1778 27941
T 1.539926,53 133352143
84 1778 27941 1778 27941
98 1.539 92653 2053 52503
140 36517413 865 964,32
Diskuse

ZpUsoby, jak omezit dopad infekénich onemocnéni na
chovy hospodarskych zvifat, jsou limitovany zejména
vlastnostmi konkrétniho infekéniho agens a pouzitim
dostupnych opatteni pro jeho kontrolu a pfipadnou pre-
venci.'® Pro pfenos infekéniho onemocnéni virového
plvodu ma vyznam virus samotny, hostitel a prostfedi;
pfitemz prostiedi se povazuje za nejkomplikovangjsi
faktor.'s Rad Picornavirales a zejména &eled Picornaviridae
zahrnuje fadu vyznamnych ptvodct humannich i veteri-
narnich onemocnéni, ¢asto izolovanych z pitnych,
odpadnich i mofskych vod, ptdy, potravin a aerosolu.
Z toho dlivodu je stabilita pikornavir( v prostfedi ¢as-
tym pfedmétem vyzkumu.' Jednim z nejcastéji studo-
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vanych pikornavird je virus hepatitidy A (HAV), pivodce
infekéni Zloutenky, ktery v souhrnu vykazuje vyznamny
pokles infekéniho titru o 2,5 az 5 logaritmickych fad pfi
plsobeni teploty 70 az 72 °C po dobu 2 minut.
Vyznamnou roli ve zvySovani teplotni stability HAV
hraje pkitomnost organického materialu, ktery plni
ochrannou funkci. Dalsi faktory ovliviiujici teplotni sta-
bilitu jsou délka plsobeni teploty a v neposledni fadé
také pouzity testovaci kmen.'s Pfezivani virik maze byt
vyznamné ovlivnéno také vznikem termostabilnich
mutant(, coz bylo prokazano u dalsiho klinicky vyznam-
ného pikornaviru, pavodce détské obrny."”V nasi pfed-
chozi praci jsme studovali pfezivani EVA71 ve vie-
lim medu pfi teplotach +6, +22 a +50 °C po dobu
k vyznamnému poklesu virového titru, pfi teploté
422 °C byl faktor redukce 1,5."® Med nemél v této studii
vliv na prezivani EVA71,'® prestoze vykazuje velké mnoz-
stvi zdravotnich benefitd véetné antimikrobialnich
vlastnosti. Antivirové vlastnosti medu jsou popisovany
zejména u jednodruhovych medl z urcitych rostlin
a v in-vitro studiich se omezuji pfedevsim na obalené
viry, jako jsou virus chiipky, HIV, SARS-CoV-2, herpes
simplex virus." Jednim z medd s prokazanym antiviro-
vym Ge¢inkem je manukovy med plvodem z rostliny
balmin metlaty (Leptospermum scoparium), ktera pocha-
zi z oblasti jihovychodni Austrédlie a Nového Zélandu
a je vice znama pod nazvem manuka. Konkrétni latky
zodpovédné za antivirovy U¢inek viak doposud nebyly
identifikovany, a to i pfesto, Ze antibakterialni slozky
medu jiZ byly popsany.?° Vzhledem k tomu, ze vceli viry
i modelovy EVA71 jsou typickymi zastupci odolnych
malych neobalenych vird, nebrali jsme na pfipadné
antivirové U¢inky tuzemskych medt ohled a jako model
sacharidového prostiedi jsme zvolili definovanou smés
glukézy a fruktdzy. Veeli dicistroviry a iflaviry vykazuji
shodné zdkladni vlastnosti, jako je velikost a zakladni
charakteristiky virionu a typ genomu, s pikornaviry véet-
né modelového EVA71. Mimo tyto shodné charakteristi-
ky je EVA71 snadno kultivovatelny na permanentni
bunééné linii, dor(istd do vysokého titru a lze s nim
pracovat v bézné virologické laboratofi. Splfiuje tak
pozadavky kladené na nahradni viry. Je viak zfejmé, ze
mezi hmyzimi iflaviry a dicistroviry na jedné strané
a sav¢imi pikornaviry na strané druhé Ize nalézt rozdily.
Jednd se zejména o odlisné vlastnosti kapsidy.' Vétiina
zastupch rodu enterovirus je stabilni v kyselém prostfedi
do pH 3, vyjimku pfedstavuji pouze rhinoviry.”' Zcela
vyjimeénou stabilitu ma v rdmci rodu Enterovirus jiz
zmifovany HAV, ktery je po dobu nékolika hodin scho-
pen zlstat infekéni i v prostfedi s pH 1.2 Dicistroviry,
kam je ze skupiny viri véely medonosné razen komplex
vird akutni paralyzy a virus ¢ernani matecnikd, jsou také
povazovany za stabilni v kyselém prostfedi az do hod-
noty pH 3.2 U zastupct celedi Iflaviridae, jako jsou virus
deformovanych kfidel, virus pytli¢kovitosti plodu a virus
pomalé paralyzy v¢el, nebyla stabilita v kyselém prostfe-
di doposud stanovena.? Zajimavym zjisténim vsak je
fakt, ze nizké pH indukuje konformacni zmény virionu
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véelich iflavird, které nasledné vedou k otevieni kapsidy
a uvolnéni virového genomu.? Je proto otazkou, jak se
budou iflaviry chovat v pfipadé kontaminace sacharido-
vych zasob vcelstev, kdy pH medu se pohybuje v rozme-
zi 3,2 az 4,5.2° K definitivnimu poznani stability vcelich
virQl v sacharidovych zdsobéach viak Ize dospét pouze za
pfedpokladu existence zastupcl véelich vird kultivova-
telnych na permanentnich bunécnych liniich, coz je
prozatim bohuZel nedosazitelny cil.

Savci viry jsou bézné vyuzivany jako nahradni viry
a jejich ptinos pro stanoveni antivirovych ucinkd je
nesporny. Metody zaloZzené na nahradnich virech jsou
bé&znou souddsti norem v Evropé i v USA. Vzdy je vsak
nutné brat v Gvahu, Zze se jedna o modelovou situaci
v presné definovanych laboratornich podminkach.
Problematické je zejména pouziti jednoho testovaciho
kmene, protoze odolnost virl se muze lisit i v rdmci
druhu, jak bylo popsano u parvovir(i.2 Pfi testovani postu-
pl pro inaktivaci virll, zejména dezinfekénich prostiedk,
s vyuzitim nahradnich virl hraje vyznamnou roli také
adheze virionl na odetfované povrchy. To ma vyznam
typicky u enteralnich vird, které c¢asto kontaminuji inertni
povrchy nebo povrchy ovoce a zeleniny a snadno se Sifi
orofekalni cestou. Schopnost vir(h adherovat na povrchy
se stanovuje velmi obtizné diky ¢asto chybéjicim infor-
macim o vlastnostech povrchu virionu, situaci kompliku-
je také schopnost virdl vytvaret shluky.?” Termalni inakti-
vace virl byva nejcastéji testovana za laboratornich
podminek v souvislosti s bezpeénosti potravin a napoju.
Pribéh termalni inaktivace je vzdy zavisly na typu pouzi-
tého modelového viru, organické matrici, ktera virus
obklopuje, a v neposledni fadé na zvoleném postupu.
Ovéfeny a standardizovany postup nevylucuje vyuziti
vhodné zvoleného nahradniho viru, coz je zejména
u obtizné kultivovatelnych vird zcela zasadni.*®

Zaver

Vzhledem k experimentédlné prokazané schopnosti
modelového EVA71 dlouhodobé prezivat v cukerném
sirupu pfi chladirenské teploté je pravdépodobné, Ze
plvodci véelich virdz, klasifikovani stejné jako EVA71
v fadu Picornavirales, budou vykazovat obdobnou
schopnost pfezivani. Viry se takto mohou prenaset na
vcelstva, kterym bude kontaminovana potrava zkrme-
na. V kone¢ném dasledku muze byt tato infekce pro
vcelstvo likvidacni, proto je zasadni spravné vyhodnotit
zdravotni stav daného velstva. Riziku by oviem zcela
zamezilo tepelné osetfeni sacharidovych zasob,' které
je ovéem v soucasnych podminkach obtizné proveditel-
né. Detailni informace o vyskytu a mnoZstvi véelich vird
v sacharidovych zdsobach v podminkach tuzemskych
chovii veel viak doposud nebyly systematicky zjistova-
ny, a proto se studie zaméfend na tuto problematiku
stala dal3im cilem naseho vyzkumu.
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