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ANOTACE

Bakalaiska prace se zabyva RNA viry, které postihuji centrdlni nervovou soustavu.

wewvr

metody slouzici k jejich detekci, zejména RT-PCR. Posledni kapitola pojednava o moznosti

novych detekénich metod.
KLICOVA SLOVA
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TITLE
RNA virus of CNS — determination by molecular biology methods
ANNOTATION

Bachelor’s thesis deals with RNA viruses, which affect the central nervous system. The most
important of these viruses are taxonomically classified and described. Furthermore, the thesis
is about methods used for their detection, especially RT-PCR. The last chapter discusses the
possibilities of new detection methods.
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UvVOD

Bakalatskou préci na téma Stanoveni RNA virtt metodami molekularni biologie jsem si vybrala,
z diivodu dulezitosti v¢éasné diagnostiky téchto virti. Vcasna a rychla diagnostika piedchazi
napf. vzniku meningitid, meningoencefalitid a encefalitid u napadeni organismu jako je napft.
virus Klistové encefalitidy. Diagnézu dale komplikuji i nespecifické piiznaky v prvni fazi.
V této fazi se onemocnéni jevi jako chiipkové. Myslim si, Ze téma RNA virus a jeho
diagnostika, je diky neddvné pandemii lépe prozkoumano nez diive. Spoustu metod
pouzivanych k diagnostice SARS CoV-2 by bylo mozno pouzit i na jiné RNA viry vetné virt
napadajici CNS (centralni nervovou soustavu).

Bakalaiska prace je pouze teoretickd, sklada se ze Ctyt kapitol. V prvni kapitole jsem se
zamgéfila na popis RNA virtu. Tato kapitola ma slouzit pro pochopeni, na jaké Casti, se v praci
zaméfuji, zda se popisovand metoda tykd nukleotidového fetézce, proteinu na kapsid¢ atd.
které napadaji centralni nervovou soustavu. Tyto viry jsou taxonomicky rozdéleny a stru¢né
popsany vcetné ptiznakli onemocnéni, které vyvolavaji.

Ve treti kapitole shrnuji laboratorni diagnostiku pro prikaz virti napadajici centralni nervovou
soustavu, kterou vyuzivame v soucasnosti z hlediska molekularniho, tak i imunochemického.
Dale v této kapitole feSim kladné a zaporné aspekty tohoto vyuziti. V posledni kapitole se

zamé&fuji na nové trendy v molekularni diagnostice.
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1. RNA virus

RNA virus je tvofen genetickou informaci v podob¢ jednovlaknové (ss) i dvouvlaknové (ds)
RNA. Dadle je slozen z kapsidy, coz je proteinovy obal chranici nukleovou kyselinu. V kapsidé
mohou byt pritomny dal§i enzymy a peptidy. Nékteré RNA viry obsahuji dalsi povrchovy
protein, glykoprotein, ktery pokryva virovy obal nebo kapsidu. Genom typické virové RNA
produkuje virovy protein. Tento protein zodpovida za genetické tlozisté. Zajistuje mRNA pro

translaci, slouzi jako Sablona pro replikaci a napomaha sestaveni viru (Chauhan, 2020).

1.1. Geneticka informace vira

Geneticka informace je tvofena pouze jednim typem nukleové kyseliny. Timto typem kyseliny
je bud DNA nebo RNA. VSechny virové genomy jsou haploidni. Viry, které obsahuji
genetickou informaci v podobé RNA vykazuji vysoky stupen mutaci, coZ je pravdépodobné

zpisobeno absenci kontrolniho mechanismu (Celer, 2010, str.10).

Viry s genetickou informaci tvofenou RNA mohou byt rozdéleny do skupin na zaklad¢ polarity
této nukleové kyseliny, ktera slouzi jako genom. Tedy na RNA viry s pozitivnim a negativnim
smyslem. Pozitivni RNA je také znama jako plus-vlakno nebo sense vlakno, negativni smysl
RNA nebo téz minus-vlakno ¢i antisense vlakno. Dale existuji ambisense a dvouvlaknové RNA
viry (Payne, 2017).

Hlavnim rozdilem mezi virem RNA s pozitivnim a negativnim smyslem je, ze se virus RNA s
pozitivnim smyslem sklada z virové, tedy funkéni mRNA. Pfi vstupu do hostitelské buiiky se
ribozomy shlukuji na genomu k syntéze virovych proteinli. Béhem replika¢niho cyklu
pozitivnich RNA viril jsou mezi prvnimi tvofeny proteiny potiebné k syntéze dalSich genomi
amRNA. Pozitivni fetézec ma dvé funkce. Je to jiz zmiiované mRNA a slouzi také jako templat
pro syntézu dalSich virovych RNA. Aktivné modifikuje membrany hostitelskych bunék
a konstrukce virovych replikacnich scaffold proteinti. Scaffold proteiny patii do skupiny
modulacnich proteinti, které vazou nejméné dvé komponenty dohromady. Jsou uréeny
k priblizeni téchto komponent. RNA viry s pozitivnim smyslem jsou v extrahované formeé
infek¢ni (Payne, 2017; Braborec, 2012).

Existuji tf1 dal$i skupiny RNA virtl jejichz genom neni mRNA. Témito skupinami jsou
negativni nebo téz minus vldknové RNA viry, blizce piibuzné ambisense RNA viry
a dvouvlaknové RNA viry. U téchto skupin virG je prvni udélosti po penetraci genomu
transkripce, tvorba mRNA. Toho je dosazeno virovymi proteiny, které vstupuji do buiky s
genomem. Replika¢ni komplexy transkripce obvykle obsahuji mezi dvéma a ¢tyfmi proteiny.

Spojuji se s genomem viru prostfednictvim interakci s RNA-vazebnou nukleokapsidou nebo
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kapsidovymi proteiny. Proto naha (o¢isténa od proteinu) genomova RNA neni infekéni, nelze
Ji tedy transkribovat. V ptipad¢ blokace transkripce je degradovana (Payne, 2017).

Replikace genomu viru mize pokracovat po vstupu do bunky, virovd mRNA musi byt pfepsana
aprelozena. Virion RNA viru s negativnim fetézcem obsahuje RdRp (virdlni RNA dependentni
polymeréaza), proto je mozné syntetizovat virové mRNA ve zkumavce, ¢ehoz se vyuziva
u nékterych stanoveni. RdRp je vice popsana v nasledujici podkapitole (Payne, 2017; Wau,
2015).

Genomy negativniho vlakna RNA virt jsou Casto zndzornény v diagramech s 3" koncem vlevo,
na rozdil od obvyklé konvence ilustrujici feté¢zec nukleové kyseliny. RNA viry s negativnim
vlaknem pouzivaji genomovy fetézec jako templat pro syntézu vSech mRNA. Naproti tomu
viry, které pouzivaji ambisense kodovaci strategii, prepisuji nékteré mRNA z kopie genomu.
Existuji virové rodiny, ve kterych jsou nékteti ¢lenové povazovany za viry RNA s negativnim
fetézcem, zatimco jiné pouZzivaji strategii ambisense. Tedy tyto dvé strategie Spolu tzce souvisi.
Skupina nékterych virti ambisense je schopna kopirovat genomy, které mohou byt pouzity jako
templaty pro transkripci, takze Gplny komplement virovych geni mize byt transkribovan brzy
po infekci (Payne, 2017).

Dvouvlaknovy RNA genom se vyskytuje u ¢eledi Reoviridae. Jednotlivé segmenty, kterych je
u Reoviridae 10-12, jsou transkribovany z negativniho vlakna mRNA do ¢asteéné oteviené
kapsidy pomoci polymerazy zabalené do virionu. Informacni RNA (mRNA) mé u
dvouvlaknovych vird dvé funkce. Za prvé, poskytnuti virovych proteinti po pielozeni mRNA.
Za druhé¢, seskupeni RNA v prekurzorové ¢astici. V této €astici slouzi jako templat pro syntézu
komplementarniho vladkna poskytujiciho dvoufetézcové segmenty genomu

(Roizman, 1996; Bednat, 1999, str. 366).
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Obrazek 1-Rozdéleni virii na zdkladé polarity retézce (Velthuis, 2014)

1.1.1. RdRp - viralni RNA dependentni polymeraza

RdRp zkratka je interpretovana jako virdlni RNA dependentni polymeraza. Jadro domény
RdRp, je tvoreno tiemi typy subdomén. Témito typy jsou finger (prst), thumb (palec) a palm
(dlan). Subdomény plni predevsim katalytickou funkci, zahrnujici vazbu templatu, vstup
nukleosidtrifosfatu (NTP), a polymeraci. Subdoména palm se nachazi na prisec¢iku subdomén
finger a thumb, coZ je zobrazeno na obrazku ¢islo 2. V palm subdoméné je ptitomen motiv
rozpoznavani RNA (RRM) obsahujici tii fetézce a katalytické aspartaty (Pathania, 2022;
Kiriwan, 2021; Wu, 2015).
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Nékteré¢ RdRp proteiny, které patii k riznym RNA virtim, se pfeskupuji v sekvenci katalytické

subdomény, coz vede k neobvyklé topologii. Toto pieskupeni uvnitt viru poskytuje strukturalni

.....

.....

vazby produktu fetézce. Druhou tiidu predstavuji Picornaviridae (napi. Poliovirus, PV) RdRp
vyuziva vyhody primeru (virové kddovaného peptidu v PV) v ranych stadiich syntézy RNA
(Pathania 2022; Wu 2015).

" Finger domain containg amino ackd from
369 10 581 and from 620 to 679,

Thumbd domain contains amino ackd
from 815 to 932,

Palm domain contains amino acld
from 582 10 619 and from 680 to 814, | ¥ s

Obrazek 2 - Struktura RARp spolu se subdoménami palm (dlan), finger (prst) a thumb (palec) (Pathania, 2022)

1.2. Kapsida a obal

Kapsida je proteinovy ochranny obal virového genomu. Obal je tvofen n¢kolika malo druhy
proteinti, z divodu kratké genomové informace. Zpravidla se jednd o nékolik druht
polypeptidu, které se seskupuji podle fyzikalnich a chemickych afinit a autoregulaci. Pro vznik
virového obalu je vyuZivana bunécna sténa napadené buniky. U RNA virli se vyskytuji dva typy
symetrie kapsidy, a to spiralni a kubicka (Celer, 2010, str. 10; Bednat, 1999, str. 368).
Kapsida virti se spirdlni symetrii je tvofena jednotlivymi polypeptidy sefazenymi za sebou
vV podobé¢ Sroubovice. Kubické symetrie je ve tvaru pravidelného dvacetisténu se tfemi osami
symetrie. Tento dvacetistén vznika spojenim péti jednotek polypeptida do kruhu, pentomer,
a Sesti jednotek polypeptidi, tedy hexomer. Souhrnné jsou tato kruhova spojeni nazyvana jako
kapsomery. Pro jednotlivé Celedi viri je pocet kapsomer utvarejici kapsidu charakteristicky

(Bednat, 1999, str. 368).
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Neékteré neobalené druhy virh jsou tvofeny pouze kapsidou. Obalené viry maji dalsi
lipoproteinovy obal. Tento obal je tvofen lipidovou dvouvrstvou hostitelské bunky, ktera je
kodovana virovymi geny. V obalu se mohou nachazet dva typy proteinli, v zavislosti na typu
viru.  Témito proteiny jsou matrix proteiny a  glykoproteiny  (peplomery)

(Celer, 2010, str.10; Walker, 1998, str. 325).

1.3. Mnozeni

MnozZeni virti probiha pouze v konkrétni hostitelské buiice. Virus je schopen infikovat urc¢itou
buriku, pokud je vnimava a permisivni k danému druhu viru. Vnimavost zabezpecuji vhodné
receptory na povrchu bunky. Permisivni burika je metabolicky vybavena k uplné replikaci viru.
V hostitelské buiice musi byt splnény podminky pro reprodukci virovych genomt a syntézu
proteint (Bednaf 1999, str. 370-371).

Splnéni podminek vede ke kaskadé nutnych reakei v bunce.

Témito Kroky jsou:

1. ovlivnéni bunéného metabolismu pomoci syntézy nestrukturalnich regulacnich

proteint

2. tvorba enzymu potiebnych pro syntézu virovych nukleovych kyselin

3. syntéza strukturalnich proteinti
Replikace u RNA virl probihd vétSinou v cytoplazmé (Bednat 1999, str. 371).
Klicovym prvkem pro vSechny tyto procesy je RARp. RdRp ve spojeni s dal$imi proteiny
potfebnymi pro syntézu virového genomu je Casto nazyvana jako replikazovy komplex.
Replikazovy komplex se sklada ze sady proteint potiebnych k produkci infekénich genomii.
Kromé RdRp, replikazovy komplex miize obsahovat RNA-helikazu. Tento enzym je uréen pro
rozvinuti oblasti genomu RNA sparované s bazemi. A dale mize zahrnovat ATPazu slouzici k
dodani energie pro polymeraci. Béhem replikace existuji minimalné tfi typy RNA, které musi
byt v hostitelské buiice syntetizovany. Témito typy RNA jsou genom, kopie genomu a mRNA.
Neékteré RNA viry syntetizuji navic kopie subgenomové RNA. Pocet proteinli v replikaze se

mezi rodinami vira 1isi (Payne, 2017).
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2. RNAviry v CNS a nemoci, které vyvolavaji

Viry vstupuji do CNS dvéma hlavnimi cestami. Prvni cesta vede pies krevni zasobeni do
Langerhansovych bunék. Tohoto zplisobu transportu vyuzivaji naptiklad spalnic¢ky, ptiusnice a
arboviry. Druhou hlavni cestou pro vstup virt do CNS jsou periferni nervy. Do této skupiny 1ze
zatadit virus vztekliny (Rhabdovirus), ktery zpocatku infikuje myocyty. Poté virus vyuzije
motorické neurony (Swanson, 2015).

Existuji 1 viry, které mohou vyuzivat obé tyto popsané metody vstupu. Jakmile se viry dostanou
do CNS, nastane virovy tropismus a ndslednd imunitni reakce se spoji a vznika onemocnéni.
Viry, které zlstavaji v bunikdch meningy nebo na mozkovych blanach cCasto vyvolavaji
meningitidu, zatimco ty, které infikuji parenchym CNS, vyvolavaji vznik meningoencefalitidy,

encefalitidy nebo myelitidy (Swanson 2015).

2.1. Picornaviridae

Skupina Picornaviridae se vyznacuje zejména riznorodosti druhti, které jsou do ni zahrnuty.
Latinsky pico znamena maly, tyto viry méfi v praméru 27-30 nm. Picornaviridae maji
jednovlaknovy pozitivni fetézec. Velikost genomu je okolo 4700 nukleotida. Tvar kapsidy této
skupiny je ikosaedricky. Je sem zatazeno celkem 12 rodd. Na ¢loveéka pienosné jsou z nich
pouze tfi, a to Enterovirus (zahrnujici Rhinovirus, ptvodce chiipky), Parechovirus a
Hepatovirus (ptivodce zloutenky). Tato skupina virG zptusobuje velké mnozstvi onemocnéni,
Vv zavislosti na rodu. V centralni nervové soustaveé, miize vzniknout aseptickd meningitida a

encefalitida (Greenwood, 2012, str. 488; Chen 2020).

2.1.1. Enterovirus

Do podskupiny Enterovirus je zafazeno 15 typu virt, kterymi jsou Enterovirus A-L a
Rhinovirus A - C. VétSina infekci probiha u lidi asymptomaticky, ale mohou zpusobovat
horecku, bolest hlavy, respiraéni onemocnéni atd. Nékteré enteroviry jsou dokonce neurotropni
patogeny zpusobujici ptiznaky od aseptické meningitidy po tézké encefalitidy (Chen 2020).
Nejznaméjsim sérotypem s neurotropnimi U€inky je poliovirus (PV), nélezici do Enteroviru C.
Mezi zakladni vlastnosti poliovirti patii afinita k nervové tkani a uzky vybeér hostitelti. Mezi
vnimavé fadime ¢loveka, a i nékteré primaty. Sérotyp poliovirus se diky oc¢kovani podatilo
eradikovat (Chen 2020).

Do skupiny Enterovird jsou fazeny i sérotypy non — polioviru, do kterych spadé sérotyp EV —
AT1 a Coxsackieviruses. Sérotyp EV — A71 je hlavni pti¢inou HFMD (hand — food — and—
mouth — diseases, onemocnéni postihujici ruce, nohy a tsta). Onemocnéni je obvykle mirné

a ma stejné priznaky jako nakaza chiipkou, a to zejména bolest koncetin, bolest v krku, vysokou
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teplotou. Odlisnosti je objeveni puchyikti na rukou, nohou a v ustech. Ale mohou vzniknout
I zavazné a zivot ohrozujici neurologické komplikace, jako napf. mozkova encefalitida,

meningitida a ochrnuti podobné obrn¢ (Baggen, 2018).

Zivotni rozmnoZovaci cyklus viech enterovirti zagina vazbou na jeden nebo vice bundénych
povrchovych receptorti. Bunééné receptory jsou specialni pro jednotlivé sérotypy enterovirt.
V disledku této vazby je zprostfedkovdna endocytdza dovniti buiiky. To vede k vypuzeni

virového genomu z kapsidy do cytoplazmy (Chen, 2020; Baggen, 2018).

V cytoplazmé hostitelské buiiky je zahajena translace z vnitini ribozomalni sekvence, tedy od
5" UTR konce (untranslated region, nepiekladana oblast). UTR je tzv. vnitinim mistem vstupu
(IRES —internal ribosome entry site). IRES je cis — pusobici RNA prvek, ktery tvoti sekundarni
a tercidarni  struktury umoziujici iniciaci translace nezavislou na  Cepicce
(Chen, 2020; Baggen. 2018).

Pti translaci virové RNA vzniké jeden polyprotein, ktery je proteolyticky zpracovan virovymi
protedzami za vzniku ¢ty kapsidovych proteint, a to VP4, VP2, VP3 a VPI1. Tyto kapsidové
proteiny vznikaji z bilkovinného prekurzoru VPO pomoci proteolytického Sté€peni. Pribéh
proteolytického $tépeni pro vznik virovych peptida je nésledujici. Nejprve sstRNA genom
pusobi jako mRNA pro translaci polypeptidového proteinu. Tento protein je Stépen na
specifickych mistech endoproteazovou aktivitou. A to vede ke vzniku virovych proteind véetné
virové RdRp polymerazy a jednotlivych proteaz potiebnych pro dalsi reakce
(Chen, 2020; Baggen, 2018; Greenwood, 2012, str. 488).

Replikace virové RNA probihd za ptitomnosti virové RdRp polymerazy, kterd ptisobi jako
katalyzator reakce, coz bylo popsano v podkapitole 1.1.1. RNA dependentni polymeraza je
V tomto pfipad€ nazyvana primerem, tedy spoustéem replikace. Dlsledkem replikace je vznik
dvoufetézcového replikativniho intermediatu. Negativni vlakno slouzi jako Sablona pro syntézu
novych pozitivnich vldken. Nové syntetizované virové RNA slouZi bud’ jako pfedloha pro dalsi
translaci a replikaci, nebo jsou zabaleny do novych infekénich virion. Konec replikace je
signalizovan lyzou hostitelské buiiky (Chen, 2020; Baggen, 2018; Greenwood, 2012, str. 489).

2.1.2. Parechovirus (HPeV)

Do parechovirt fadime 19 typt, napadajicich ¢lovéka. Tyto typy se od sebe navzjem lisi VP1
geny. Dva z téchto typt byli zafazeny do Enteroviridae, a to echovirus 22 a 23. Toto nespravné
zafazeni bylo zptisobeno podobnosti klinickych ptiznaki s jiz zmiiovanymi enteroviry. Tyto
viry maji ubikvitarni vyskyt. Infekce se vyskytuje v raném veku, pfiCemz se vétSina déti

nakazila parechoviry do 5 let zivota. Parechoviry u malych déti v zavislosti na typu viru
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zpusobuji gastrointestinalni a respiracni potize, ale také mohou byt pfi¢inou vzniku aseptické
meningitidy, encefalitidy nebo myokarditidy ¢i mohou byt zcela asymptomatické. Pro
diagnostiku se poziva RT-PCR, ktera je popséna ve 3. kapitole (Greenwood, 2012, str. 492;
Forman, 2019).

2.2. Arboviry

Jméno této skupiny pochazi z anglického vyrazu ,arthropod — borne“. Nazev se da volné
ptelozit jako viry pfenasené hmyzem. Arboviridae nezahrnuji geneticky podobné viry, ale viry
pfenasené stejnym zpusobem. Arboviry byli definovany podle organizace WHO ScG (World
Health Organization Science Group) jako viry, které piedev§im pieZivaji v pfirodé, bud’
pfenosem na vnimavych obratlovcich, tedy hostiteli, a krev sajicich ¢lenovcich jako je komar,
klist¢ a moucha z ¢eledi Phlebotomidae. U zminénych ¢lenovci je virus replikovan bez
jakychkoli zjevnych skodlivych a¢inkti na vektor predtim, nez je infikovan vnimavy obratlovec.
U tohoto vnimavého obratlovce zplisobuji virémie. V soucasné dobé skupina arbovirl zahrnuje
vice nez 600 znamych vird, pies 80 z nich je lidskych (Greenwood, 2012, s.520; Juarez, 2022;
Conway, 2014).

Skupina Arboviridae je stale rozsifovana, kvili jiz zminéné definici WHO ScG. Narust a vznik
odlisnych arboviri muize byt ovlivnén mnoha faktory. Tyto faktory souvisi s zivotnim
prostiedim jako je klima, teplota a srazky. To plsobi zejména na zivotni cyklus vektord.
Dal§imi proménnymi jsou zmény ve vefejném zdravi, genetické odliSnosti virG a také
demografické, spoleCenské a zemédélské zmény. Nemalym problémem je téZz globalizace a

rezistence vektort vici tradi¢né pouzivanym insekticidim (Duarte, 2021).

Do skupiny Arboviridae jsou fazeny 4 rody pienasené ¢lenovci, které infikuji clovéka a zvitata.
Témito rody jsou Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae a Reoviridae. Zastupci téchto virt
jsou spojovany s velkym poc¢tem lidskych nemoci, jako je hemoragicka horecka, encefalitida,
Zluta zimnice atd. (Juarez, 2022).

Virova nakaza probihé néasledujicim zptsobem, ktery je zndzornén na obrazku ¢islo 3. Prvni je
vstup viru do téla pres kozni bariéru diky krev sajicimu hmyzu. Dale jsou viry zachyceny
Langerhansovymi buiikami. Spole¢né s buitkami déle putuji do lymfatickych uzlin. Jakmile je
virus v sekundarni lymfatické tkani, tak pronika do krevniho ob&hu. Projde ptes bariéry do CNS
pomoci riznych mechanismil nebo pies oblasti CNS jako je choroidalni plexus a endotelidlni
buniky. Tyto oblasti nejsou zcela chranény BBB (blood brain barier, hematoencefalicka
bariéra). Dal§im z mechanismu vstupu je infikovani hematopoetickych bunék. Tyto buniky virus

prenesou do CNS a opét vznika infekce (Swanson, 2015).
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Obrazek 3- Virus arboviru je savym hmyzem vnesen do organismu a ddle postupuje pres lymfatické bunky do krve (Conway,
2014)

Protilatky se objevuji béhem 5-10 dnl po infekci a zlstavaji v téle nékolik let. Arboviry
zpusobuji nejriznéjsi spektrum onemocnéni od inaparentni infekce az po akutni encefalitidu.
V CNS se arboviry mnozi a vyvolavaji nekrozu neuront. Neurony jsou nasledné obklopeny

mikrogliemi a tvoii gliové uzly (Greenwood, 2012, 5.523).

Mnoho arbovirti vyvolava encefalitidu u déti a star§ich osob. Onemocnéni se vyznacuje nahlym
nastupem do jednoho tydne. Je provazeno piiznaky jako je bolest hlavy, vysoka teplota, svalové
kiece, dysestezie, coz je porucha vnimani vjemd, kterd se projevuje jako mravenceni nebo
paleni. Dal§imi ptiznaky mohou v né€kterych piipadech byt letargie, zmatenost, nauzea...Po
n€kolika dnech ptiznaky odezni. Mohou se vSak znovu objevit. Postup k encefalitidé¢ mtze byt
rychly nebo prodromalni, ktery trva déle nez 1 tyden (Greenwood 2012, s. 523).

Teézka onemocnéni CNS jsou doprovéazena ptiznaky typickymi pro encefalitidu, jako je ztuhlost
Sije, slabost a paralyza, meningismus, ospalost (somnolence) vedouci az ke kématu. Tuhost a
slabost koncetin je spojena s redukci reflexi. V mozkomisnim moku se mohou objevit bilé
krvinky, zeyjména lymfocyty, a zvySena hladina glukozy.

Béhem propuknuti arbovirové encefalitidy se u €asti pacientli rozvine samotna asepticka
meningitida bez vyznamného postiZzeni nervii. 50 % pacientii po zotaveni z akutni encefalitidy
trpi neuropsychiatrickymi nasledky, které se rizni od psychického poSkozeni az po duSevni

poruchu, kterd mtize trvat mésic az rok (Greenwood, 2012 s. 524).
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2.2.1. Flaviviridae
Flaviviry jsou 50 nm v priuméru velké viry. Tyto viry jsou tvofeny tiemi strukturnimi proteiny
(kapsida, prekurzorovd membrana a obalka) a sedmi nestrukturnimi proteiny (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5). Strukturni proteiny se Gc€astni virového pfipojeni, vstupu,
flze, sestaveni viru a sekrece virionu. Nestrukturalni proteiny jsou dulezité pro replikaci virové
RNA (napf. pii tvorbé membranového replikacniho komplexu), sestaveni a uvolnéni virionti a
obran¢ proti pfirozené imunité (Wang, 2022).
2.2.1.1. Klistova encefalitida (TBE)

Klistova encefalitida je popisovana jako sérokomplex viru, ktery je pienasen klistaty. Byli
popsany 1 infekce, které se objevily po konzumaci syrovych, nepasterizovanych mlécnych
vyrobku z infikovanych zvitat. Témito zdroji jsou kozy, ovce a kravy. Virus TBE (TBEV) se
déli na pét podtypd, podle lokality ptisobeni. A to na Dalny vychod, Sibifsky, bajkalsky,
himalajsky a evropsky podtyp. Evropsky podtyp je jedinym ptevladajicim podtypem v zdpadni
a stfedni Evropé (Hennechart-Collette, 2022).

Genom TBEV o 11 kb kdéduje jeden polypeptid, ktery je zpracovan na 11 strukturnich a
nestrukturnich bilkovin. Nukleokapsida TBEV je obklopena dvouvrstvym obalem tvofenym
lipidy pochazejici z hostitele, ve kterych jsou zabudovany heterodimery tvorené obalovym

glykoproteinem a membranovym proteinem (Chmielewska, 2022).

V soucasné dobé je TBEV endemicka ve 27 evropskych zemich s tisici ptipady ndkazy ¢loveka
kazdy rok. Odhadovana incidence je vy$si, z dlivodu nediagnostikovani této nakazy, kvili
skrytym ptiznakiim. Mezi pacienty se symptomy typickymi pro virovou nékazu zplsobenou
Arboviridae, je 33 % infikovano TBEV. Z tohoto poctu se u 50 % vyskytuje asepticky zanét
mozkovych blan (meningitida), ve 40 % piipadi zanét mozkovych blan a mozku
(meningoencefalitida)  popfipadé¢  zanét mozkovych  blan, mozku a  michy
(meningoencefalomyelitida) ve zbyvajicich 10 % (Riccardi, 2019).

Encefalitida evropského podtypu je méne zdvazna nez podtypy Dalného vychodu ¢i sibifsky.
To je pravdépodobné zplisobeno mensi agresivni neurovirulenci nebo téZ neurotropismem.

Evropsky podtyp tvoti fatalni infekce v 1-2 % (Riccardi, 2019).
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2.3. Rhabdoviry

Rhabdoviridae jsou soucasti skupiny Mononegavirules. Jejich geneticka informace je tvofena
jednovldknovou nesegmentovanou nepolarni RNA. Skupina zahrnuje 150 virt, rozdélenych do
6 rodt napadajicich savce, ptaky, ryby, hmyz a rostliny. Clovék a zvifata jsou vnimava pro dva
z téchto roda, kterymi jsou Lyssaviruses, Vesiculoviruses. Lyssavirus zahrnuje virus vztekliny
a deset dalSich druhi, které se odliSuji rozlozenim fetézce v zévislosti na kodujici oblasti pro
proteiny. Virus Vesiculoviridae zpusobuje infekci koni, vepiu a krav. Vektorem pfenosu je
hmyz. Nakaza ¢lovéka ma podobné ptiznaky jako chiipka. Je to Casto profesni onemocnéni

(Greenwood, 2012, 5.594; Bednar 1996, s. 455).

Genom viru vztekliny je tvofen asi 12 000 nukleotidy. Tato oblast obsahuje informace pro
koédovani celkem péti proteini. Témito proteiny jsou nukleoprotein (N), fosfoprotein (P),
protein matrix (M), glykoprotein (G) a polymerazovy protein (L). Nukleoprotein, virdlni RNA
polymeréza a fosfoprotein tvoii ribonukleoprotein (RNP). Protein matrix a glykoprotein jsou
spojeny s lipidovym obalem. Tyto tiseky mohou samovolné ménit svou délku, jak je naznaceno
Vv tabulce 1 a obrazku 4, coz byva komplikace pii diagnostice (Kiriwan 2021).

Infekce probiha nejprve ve svalovych bunkach. Na zacatku je virus adsorbovan hostitelskou
burnikou. Oblast kodujici protein G je navazéna na bunécnou sténu a pomoci pinocytozy vstoupi
do cytoplazmy. Obal splyne s bunéénou membranou a zméni se na neopouzdienou RNP, zde
probihd replikace viru. Nové vytvofené viriony odchdzeji zbuilkky pomoci pucenim
cytoplazmatické membrany a ziskavaji obal. Po té dale postupuji do CNS ptes nervova vldkna

(Bednar 1996, s. 455; Kiriwan 2021).
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Obrdzek 4- Jednotlivé oblasti genomu viru Rhabdoviridae kédujici proteiny (Rhabdoviridae, 2017)

Tabulka 1- Pocet nukleotidii pro kédovani proteinii v zavislosti na druhu Lyssaviru (Greenwood 2012, str. 594)

Druhy Nukleoprotein | Fosfoprotein | Protein matrix | Glykoprotein | Polymerazovy
Lyssaviru (N) (P) (M) (G) protein (L)

1 1353 894 609 1575 6428
2 1353 918 609 1569 6384
3 1353 897 609 1602 6384
4 1356 894 609 1575 6384
5 1356 897 609 1575 6384
6 1356 894 609 1575 6384
7 1353 894 609 1578-81 6384-87
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3.  Molekularni diagnostika — soucasnost

Pro diagnostiku RNA virG je vdneSni dobé vyuzivana zejména RT — PCR (reverzné
transkriptdzova polymerazova fetézova reakce), ktera je zalozena na detekci virové informace,
a jeji modifikace. Dale jsou vyuzivany imunologické ¢i imunochemické metody. Tyto metody
zaznamenavaji zejména piitomnost protilatek a vird Vv télnich tekutinach jako je krev,
mozkomisni mok (CSF)... Jednotliva stanoveni jsou dale rozvedena a popsana Vv jednotlivych
podkapitolach této kapitoly.

3.1. Reverzné transkriptiazova polymerazova retézova reakce — RT PCR
RT PCR, nebo téz reverse transcriptase PCR je zaloZzena na vyuziti PCR. Metoda PCR
(polymerase chain reaction) je Siroce vyuzivana z divodu uzivatelské jednoduchosti reakce
(v soucasnosti existuji komeréné dostupné soupravy, kde se smicha pouze vySetiovany vzorek
s jedinou reakéni komponentou). Dale je tato metoda velmi citliva a jeji transfer nebyva slozity.
Z té&chto diivodi je PCR moZné vyuzivat i v laboratofich, které nejsou piivodné zaméfeny na
molekularné — biologické metody (Rapley, 2015, str. 16).

Reverse transcriptase PCR se pouziva zejména v piipadech, kdy se dana sekvence nachazi
V bunice ve velmi malém mnozstvi. Tato technika je vhodné&jsi nez napf. imunochemické
metody, které sleduji tvorbu protilatek (Bartiiikova, 2005). Také je tato metoda vhodna pro
¢asny prukaz viru, kdy imunologické metody selhavaji, prave kvili nedostatku detekovatelného
virového proteinu. Nebo téz u stanoveni specifickych protilatek, z divodu protilatkové
produkce se znaénym ¢asovym odstupem.

Princip RT — PCR spo¢iva v extrakci celkové RNA studovaného materialu a jejich zkopirovani
in vitro do jednovlaknové cDNA (komplementarni DNA) pomoci reverzni transkriptazy (RT).
Ziskané molekuly cDNA pak slouZi jako templat pro PCR reakci, ktera probihd diky paru
specifickych primert cilové sekvence (Tagu, 2006, str. 105).

Samotna reakce PCR je zaloZena na tfech krocich definovanych ¢asem a teplotou. Témito kroky
jsou denaturace za vysokych teplot, nasednuti (annealing) primeru a prodlouZeni za pfitomnosti
termostabilni DNA polymerazy (Rapley, 2015, str. 17; Johsi, 2010).

Zminénou polymerazou miize byt napiiklad Taq polymeraza, kterd zprostiedkovava
prodluzovani DNA fetézce podle cDNA templatu ve sméru 5°—>3". Taq polymerdza je
izolovana z termofilni bakterie Thermus aquaticus, z divodu zachovani jeji funkce i pii

vysokych teplotach (Rapley, 2015, str. 17; Maheaswari, 2016).
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Primer je malda molekula, nejCastéji kratky oligonukleotidovy fragment, ktery je
komplementarni K templatové DNA. Tato molekula je potfebna Kk zahdjeni syntézy
makromolekuly DNA (Hnillickova, 2019, str. 34; Vokurka, 2005; str. 735).

Tyto jiz dfive zminéné ti kroky reakce PCR se cyklicky opakuji. V laboratofi se k tomuto tzv.
cyklovani vyuziva termocykléru. Typicka PCR reakce je slozena ze 30—40 cykli. Na konci
PCR reakce je pomoci elektroforézy provedena vizualizace vysledného produktu (Rapley,
2015, str. 17; Hnilickova, 2019, str. 34-35; Top-bio, 2023).

Reakce RT — PCR probiha nasledovné (obrazek ¢. 5):

RT-PCR

Cellular
DNA

DNA extraction

0 3 5
reverse @ o
transcriptase (RT) El"e'lt
cDNA 5 ol - 4
ssDNA
ENA 3 3 5'
cDNA 5' 3'

RNA 3 e 5

cDNA &' 3

RNA 3 5'

Obrazek 5- rozdilny pribeh RT-PCR oproti PCR (Overview PCR, 2014)

Proces reverzni transkripce probihd stejné jako PCR v termocykléru. Tento d¢&j trva asi 15
minut, pfi teploté 55°C. Vyslednym produktem je vytvoreni komplementarni DNA (CDNA).
Nasledné probiha PCR, ktera vede ke vzniku dsDNA (Surovcova, 2021, str. 24; Rapley, 2015,
str. 21).
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Pouziti mRNA pii replikaci ssebou nese riziko nakazy zinfekéniho agens RNA vira
S pozitivnim smyslem vldkna, které je popsano v prvni kapitole. Z tohoto diivodu byly pro
detekci vytvofeny tzv. mini genomy. Vytvofeni téchto genomil vede 1 ke zjednoduSeni procesu
pfi replikaci vldkna. Témto tzv. mini genomim chybi nékteré virové kodované proteiny. Pro
replikaci vsak musi byt dodana RdRp (viralni RNA dependentni polymeraza). RARp mutze byt
zakédovana v mini genomu nebo mohou byt dodany ve smyslu trans, coz znamena napft.
pomoci bunééné linie, ktera stabilné prezentuje virové RdRp. Sekvence potiebné k piimé
replikaci RNA jsou ¢asto pomérné jednoduché a lze je propojit prakticky se vsemi RNA
sekvencemi k fizeni jeji replikace (Payne, 2017).

3.1.1. Jednokrova a dvoukrova RT — PCR
Na obrazku ¢islo 6 jsou znazornény dva zpusoby provedeni RT — PCR. Tato metoda je
pouzivana bud’ jako jednokrokovd nebo dvoukrokova. Vybér metody zalezi na rtiznych
faktorech jako je naptiklad vhodnost metody pro analyzované vzorky, nebo naptiiklad cena
provedeni. Jednokrokova metoda zahrnuje ptidani RT do stejné zkumavky, kde probiha reakce
PCR. Druhy zptisob zahrnuje vytvoreni cDNA nejprve pomoci samostatné reverzni transkripéni
reakce a poté ptidani cDNA do PCR reakce.
Oba zpusoby provedeni maji své vyhody a nevyhody. Vyhodou jednokrokové RT-PCR v
realném case je, rychlost na nastaveni, mensi penézni nakladnost na pouziti a vyzadovani mensi
manipulace se vzorky. Tim se snizuje pocet chyb pfi pipetovani, tedy i moznost kontaminace
a dalSich zdroji chyb. U jednokrokové metody se pouzivaji genové specifické primery a RT
i PCR probihaji v jedné reakéni zkumavce. Z tohoto diitvodu nemohou byt amplifikovany dalsi
geny pro pozdé&jsi analyzu (Godard, 2005).
Hlavni vyhodou dvoukrokové RT-PCR je to, Ze se pouzivaji ndhodné hexamerni nebo oligo dT
primery v RT reakci v samostatné zkumavce. To umoznuje schopnost pfevést vSechny
genetické informace ve vzorku RNA na cDNA, coz umoziuje archivaci vzorkid a moznost
budouciho testovani dal$ich gent z analyzovaného vzorku. Jak jiz bylo zminéno v pfedchozim

odstavci, je zde vétsi riziko vzniku chyb a kontaminace, diky opétovnému pipetovani (Godard,
2005).
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Obrzek 6-jedno-krokovd a dvou-krokovd reverzné transkriptdzova PCR (RT — PCR, 2023)

3.1.1.1. Virova souprava CNS Flow Chip
Molekularni test (Viral CNS Flow Chip kit) slouzi k detekci akutni meningitidy a encefalitidy
zpusobené osmi DNA/RNA viry jako je napiiklad jiz popsany lidsky parechovirus a lidsky
enterovirus. Tato detekce je zaloZena jednokrokové RT — PCR. Test je vyuzivan zejména
k odliseni virové infekce od bakterialni. A s tim souvisejici nasazeni spravné 1é¢by (Pérez —

Ruiz, 2018; DSS inspirated by technology, 2023).
3.1.2. RT -gPCR

RT — gPCR znamena kvantitativné reverzn¢ transkriptazové PCR v redlném case (RT — qPCR).
Metoda RT — qPCR slouzi zejména ke kvantifikaci, zjistovani mnozstvi nebo prukazu virové
nukleové kyseliny, pfipadné ale i pro kvalitativni detekci viru (Hnilickova, 2019, str. 34).
Molekularni diagnostika se posunula s vyvojem kvantitativni PCR (qPCR). Tato metoda je
oproti klasické PCR rychlejsi a ma nizsi limit detekce. Rozdil a také vyhodou je moznost hned
vidét, jak real-time reakce probiha a jeji kvantifikace bez nutnosti manipulace s PCR
produktem. U této metody se nejCastéji vyuziva fluorescenéni detekce signalu, na rozdil od
klasické metody, kdy je produkt detekovan na konci pomoci gelové elektroforézy, jak bylo jiz
zminéno v Kapitole o klasické RT — PCR (Rapley, 2015, str. 23; Navarro, 2015).

U této metody stanoveni je k méfeni amplifikace vyuzita fluorescencni sonda napt. SYBR
green, kterd je navazana v kone¢ném kroku reakce na dsDNA. V kazdém cyklu PCR je

detekovéana fluorescence, jenz nasleduje po excitaci. Reakce s navazanim fluorescen¢niho
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barviva SYBR green je nespecificka, tedy je zde nejistota. Nevitana je tvorba nespecifickych
produktl, napt. dimerd. Z divodu emitace fluorescen¢niho zéfeni v pritomnosti kterékoliv
dsDNA, pro ovéfeni specifity muze nasledovat vyhodnoceni kiivky tani (tzv. melting analyza),
kdy je pomoci teploty tani referen¢niho amplikonu zavislého na fluorescenci mozno ovéfit
shodu teplot tani. Je nutno podotknout, ze specifita qPCR vyuzivajici barvivo SYBR je jako
u kazdé PCR metody dana primarn¢ pouzitymi primery (Rapley, 2015, str. 22; Hnilickova,
2019, str. 36).

Kvantitativni PCR v realném case je nejcastéji vyuzivana pii detekci virové ndkazy, s nizkou
koncentraci v mozkomi$nim moku a séru. Jeji piesnost, citlivost a opakovatelnost stale nejsou
uspokojivé pro rutinni pouzivani. Tato metoda qPCR je citliva na inhibitory, dale se spoléha na
standardni kalibraéni latky, které jsou rozdilné mezi jednotlivymi laboratofemi. To vede
k odlisnym kvalitativnim a kvantitativnim vysledkim. Z téchto davodu je zde riziko Spatného
posouzeni virové infekce a pozdni nasazeni antivirové terapie. DalSim problémem je velké
mnozstvi pravdépodobnych virovych infekci CNS, které nejsou skutecné potvrzeny nebo jiz

probéhly (Zhu, 2022).

3.1.3. Kapkova digitalni PCR (ddPCR)

Specialni aplikaci je digitalni PCR, resp. digitalni RT-gPCR. N¢kdy také oznacovana jako
kapkova digitalni PCR (digital droplet PCR, ddPCR). Metoda spociva v rozdéleni vzorku
pomoci malych kapicek olejové emulze, kdy v kazdé kapicce je maximalné jedna kopie
nukleové kyseliny. Jednotlivé kapicky jsou podrobeny PCR. PCR reakce je poté interpretovana
jako pozitivni nebo negativni vysledek. Vysledek je kvantitativni, kvili zptisobu vyhodnoceni,
které je zaloZzeno na Poissonoveé statistice. Vyhodou oproti kvantitativni PCR je, ze neni nutné
pouzivat standardni material, metoda je tzv. absolutni — bez nutnosti kalibrace (Zhu, 2022;
Rapley, 2015, str. 21; Godard, 2005).

Metoda digitalni kapkové PCR byla diky svym vyhodam, tedy vyssi ptfesnosti a citlivéjsiho
méfeni virového onemocnéni, vyuzivana jiz pro diagnostiku HIV a Zloutenky typu B a C, které
byly detekovany v CSF. Podobné¢ jako u qPCR Ize i u ddPCR vyvinout multiplexni testy, které
snizuji naklady, pracnost, ¢as, spotiebu vzorkd, a i nepiesnost v pipetovani (Zhu, 2022).

3.1.3.1.  Multiplexni ddPCR test

Multiplexni ddPCR testy vychdzi z tzv. terminu multiplexovani vyssiho fadu, které popisuje
schopnost dPCR piesného méfeni vice cili v jedné soubézné reakci S vice specifickymi
primery, v piipad¢ kvadruplexové reakce, to jsou Ctyfi. V klinické praxi byl tento test pouzit

detekci RNA viru jako je chiipka a SARS-CoV-2. Coz je zobrazeno na obrazku ¢. 7. Touto
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metodou Ize analyzovat rozsah od 2 do 2000 kopii nukleovych kyselin na reakci, tedy vzorku,
kdy pro reakci stac¢i kapicku v fadu nano-litrti (Zhu, 2022).

V popisované metodé jsou vyuzity velice specifické primery v paru a fluorochromem znacené
sondy, které vychazi z jiz v minulosti popsanych sond na herpes simplex virus 1,2 (HSV1,2)
a parechoviry (HPeV). Pouzité primery jsou zaméfeny na UTR oblast. Dale je v rekci pouzit

templat s vhodnou koncentraci a pozitivni a negativni kontroly (Zhu, 2022).

A) Collect samples and Lyse or inactivate samples ~ Extract RNA Generate cDNA
transport to BSL-2 = P“L RT Master Mix

PR ]
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Read amplified droplet targets
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Distribute the
mastermix in

different wells
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Obrazek T- Priprava a zpracovani vzorkii pro tzv. digitalni PCR (ddPCR). Reakce probihaji v malych kapickdach emulze —
droplets, kdy je vyhodnocovan signal v kazdé jednotlivé kapicce (Nyaruaba, 2021)

3.2. DNA mikrodipy a mikroarray

Technika DNA mikrocipt byla vyvinuta v 90. letech a v dnesni dob¢ je standardnim nastrojem
pro vyzkum v molekularné — biologickych a klinickych laboratotich. Technologie DNA ¢ipi je
fazena do multidisciplinarnarniho stanoveni. Mikrocipy jsou spojeny s mikro — elektrony
pomoci chemickych a nukleovych kyselin. Diagnostika se u této metody zabyva analyzou
obrazu a bioinformatikou (Tagu, 2005, str. 77).

Na obrazku ¢islo 7 je znazornén postup pro zpracovani tisténych mikroéipti. Na zacatku je
amplifikace sond pomoci PCR, nebo syntéza s oligonukleotidy, a nasledné je amplifikat
nanesen na podlozni sklicko. Na obrazku jsou zobrazeny dva vzorky, které maji byt porovnany.
Vzorky jsou nejprve podrobeny extrakci RNA, potom piepisu do CDNA a soucasné
diferencialnimu fluorescenénimu znaceni (kazdy vzorek jinou barvou). Poté nésleduje
hybridizace zna¢enych c¢cDNA na ¢ipu. Hybridizované molekuly jsou detekovany, coz

umoznuje fluorescenéni skenovani pro poskytnuti dat pro analyzu (Miller, 2009).
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Obrazek 8- Pracovni postup pripravy tistenych mikrocipii a zpracovani vzorku, kdy jeden ze vzorkii je znacen zelené a druhy
Cervene. Pokud je na spotu s cilovou sekvenci detekovan pouze jeden vzorek projevi se zelenou nebo cervenou barvou. Pokud
Jjsou soucasné detekovany oba, projevi se barvou zlutou. Toto usporadani umozituje soucasnou detekci dvou vzorki
(testovaného a referencniho) (Miller, 2009).

3.3. Imunochemické metody

Stanoveni imunochemickymi metodami patii mezi tzv. zlaté standardy mikrobiologického
a virologického stanoveni. Cena téchto stanoveni zavisi na pouzité protilatce a jejich nasledné
vyrobé. Cim sloZit&jsi proces vyroby a specifictéjsi protilatka je, tim je cena vys§i. Prikaz
infekci je zaloZzen na detekci imunoglobulinovych protilatek, vytvotenych v téle po praniku
viru do organismu, s antigenem. Analyzovana mize byt protilatka nebo i antigen. Odecteni
reakce probiha podle typu reakce nefelometricky, turbidimetricky a nebo spektrofotometricky

(Bartinkova, 2005, str. 53).

3.3.1. Enzymo — analytické metody
Enzymo — analytické metody jsou odvozeny od radioimunologickych metod, které byli
pozivany diive. Od téchto stanoveni se V dnesni dob€ upousti, kvili manipulaci
s radioaktivnimi latkami, specidlnim pozadavkiim na pracovniky a prostory, kde se s témito
latkami pracuje. Je nutno podotknout, ze radioimunologické metody jsou stale vyuZzivany napf.
pro stanoveni hormon $titné zlazy. Z divodu radioaktivity byl radioizotop nahrazen enzymem,
¢imz vznikly moderni metody EIA (enzymaticka imunoanalyza) a ELISA (enzymem vazany

imunosorbentni test) (Gan, 2013; Bartinkova, 2005, str. 53).
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EIA/ELISA vyuzivaji zékladni imunologicky koncept antigenu, a to vazbu na specifickou
protilatku, coz umoziiuje detekci velmi specifickych antigend. Detekovany jsou vzorky
s malym mnozstvim antigend, jako jsou proteiny, peptidy, hormony nebo protilatky, ve vzorku
tekutiny. EIA a ELISA k tomu vyuzivaji enzymaticky znacené antigeny a protilatky k detekci
biologickych molekul, pficemz nejcastéji pouzivané enzymy jsou alkalicka fosfataza, kienova
peroxidaza a glukozooxidaza. Antigen v kapalné fazi je imobilizovan, coz probiha obvykle ve
form¢ 96 jamkové mikrotitraéni desticky. Imobilizovany antigen je navazan na specifickou
protilatkou, ktera je nasledné detekovana pomoci sekundarni protilatky, vazané na enzym (Gan,

2013).
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Obrazek 9- Schématicky obrdazek ELISA metody, které je ndsledujici — reakce antigenu s primdrni protilatkou, reakce
sekundarni protilatky s chromogenem, barevna reakce (Gan, 2013).

Pribéh ELISA metody k detekci antigenu v daném vzorku je znazornén na obrazku ¢islo 8
a probiha nasledovné:

1. Antigen (v kapalné fazi) je pfidan do jamek, kde ulpi na sténéch.

2. Primarni protilatka se specificky vaze k antigenu.

3. Prfida se sekundarni protilatka vazana enzymem.
4. Sekundarni protilatka reaguje s chromogenem,
5

To zplsobi barevnou zménu a kvantitativn€ nebo kvalitativni detekci antigenu
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3.3.2. Imunochromatografické testy (ICT)
Imunochromatografické testy jsou postaveny na nekovalentnich interakcich stanovovaného
analytu a protilatek. Tyto testy se vyuzivaji zejména k detekci nizkomolekularnich
a vysokomolekularnich latek. Imunochromatografické metody poskytuji rychlou a levnou
detekci, ke které vyuzivaji malé mnozstvi kapalného vzorku. Test se sklada ze stripového
prouzku a dalSich funkénich komponent, které se podili na spravné aplikaci vzorku a celkového
provedeni testu véetné odecteni vysledku. Testovaci prouzek zahrnuje membranu a tii podlozky
vyrobené z poréznich materialti (Boudny, 2018, str. 14).
Mezi nevyhody ICT a diavody, proc se testy nepouzivaji pro viry ptusobici na CNS, patii nizka
citlivost ve srovnani s jinymi diagnostickymi metodami, jako je napf. jiz zminéné PCR nebo
EIA metody. Riznorodost sérotypt a antigennich variant virt, které byly popsany ve druhé
kapitole. Zptsob odebrani vzorku pro diagnoézu, kdy je vyuzivana zejména CSF a s tim
souvisejici malé mnozstvi této tekutiny. A poslednim ditvodem je ¢asova narocnost zpracovani
a vyroby specifickych protilatek pouZivanych pro diagnostiku (Blyth, 2011; Hurych, 2021, str.
237).
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4.  VyuZiti molekularni diagnostika — budoucnost

Diagnostika virti je stdle zkoumanou a vyvijejici se védni disciplinou, z jiz popsanych divoda
ve druhé a treti kapitole. V této kapitole jsou popsany dvé metody stanoveni, které se vyuzily
pro stanoveni onemocnéni SARS — CoV — 2 a dalSich onemocnéni zptisobenych zejména RNA
viry.

4.1. Identifikace virt pomoci nanotechnologii

Nanotechnologické vyuziti je v poslednim desetileti na vzestupu. Diky tomu byla vyvinuta
jedna z mnoha nanotechnologickych aplikacich v biomedicinské a farmaceutické oblasti, coz

wevr

1¢kam (Jonatas, 2021).

Pokroky v digitalnich zdravotnickych systémech dnes usnadnuji citlivé a pienosné detekéni
technologie. S tim souvisi i jiz dfive zminéna nanotechnologicka aplikace a s tim spojeny vyvoj
biosenzort, které jsou schopny detekovat infekci ve véasném stadiu. Biosenzory se oproti jinym

metodam vyznacuji snadnou piipravou vzorku, nizkymi naklady a vysokou citlivosti (Jonatas,
2021).

4.1.1. DNA nanonavnady — nanobait
Pro diagnostiku viru SARS — CoV — 2, ktery je také fazen do RNA virt, byla vyvinuta metoda
pro identifikaci virh pomoci nanondvnady nebo téz nanobait. Nanondvnady byly nejdiive
vyuzity pro identifikaci DNA virG. Tato technologie spociva v navazani konkrétni
nanonavnady na virus a nasledné detekci. Pfistup nanonavnady do viru zavisi na konkrétni
cilové ¢asti (Boskovié, 2023).
4.2. CRISPR - Cas
CRISPR je zkratka pro Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Reapeats. Metoda

CRISPR je nastrojem genomového inZenyrstvi, které slouzi zejména k usnadnéni nalezu mista
specifické mutace, jako je napt. delece a inserce (Shui, 2016).

Systém CRISPR byl poprvé objeven u bakterii jako tzv. adaptivni imunitni systém proti
fagovym nékazam, ale i plasmidiim. Tento tzv. pamétovy systém muZe zni¢it DNA nebo RNA,
pokud dojde k reinfekci u stejné bakterie, nebo u novych jedincii vzniklych z bakterie.
Technologie CRISPR — Cas u in vivo a vitro modeld umoziuje G¢inny zpusob indukce uplného
vyfazeni genové exprese, tedy potlaceni produkce proteinu (Shui, 2016; Kirby, 2021).

Kromé toho byly k cileni na virové genomy také pouZity ptistupy zalozené na CRISPR ptimo

s cilem virové eliminace. Tato metoda byla vyuzita napf. u viru hepatitidy B (HBV) a viru HIV.
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Tento zpusob diagnostiky je uspésSny V obou zpiisobech, in vivo a in vitro. Tato metoda
stanoveni je ve fazi vyvoje. V disledku toho je CRISPR vysoce pouzivanym nastrojem ve

virologii k pochopeni molekul interakce mezi viry a jejich hostitelem (Kirby, 2021).
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ZAVER

V predlozené praci jsem se zabyvala RNA viry a jejich detekei. RNA viry jsou organismy, které
jsou schopné napadnout i CNS. V¢asna diagnostika virové infekce je velmi dlilezita, pro rychlé
zahajeni terapie.

V ptipadé virti, v€éetné RNA virt, se velmi osvéd¢ily metody detekce nukleovych kyselin, které
jsou schopné detekovat pritomnost viru jiz ve velmi malych mnozstvich. O tom jsme se
presvédcili v poslednich letech, kdy témto metodam byl kladen vysoky diraz, hlavné ve spojeni
s detekci viru SARS — CoV-2. Tyto metody jsou spolehlivé, citlivé a relativné dobie dostupné.
Imunodetekéni metody detekujici protilatky, prokazujici infekei, jsou schopny virus detekovat
az s Casovym zpozdénim n¢kolika dni az tydnd v porovnani s metodami molekularné
biologickymi.

Na zaklad¢ reserse jsem zjistila, ze imunochemické metody jsou pro diagnostiku virti vyuzivany
vice nez metody molekularné — biologické, a to i ptes vyse uvedené divody. Hojn€ vyuzivana
je metoda ELISA. Pro tuto detekci jsou pouzivany specifické protilatky, které se vazou na
antigenni struktury specifického viru, coz umoziuje identifikaci konkrétniho viru. Diivodem je
nejspis jednoduchost provedeni, kdy nejsou potieba specializované laboratorni techniky.
Ur¢itou nevyhodou molekularné — diagnostickych metod oproti imunochemickym je prikaz
genetického materialu, ktery mize pretrvavat i po vymizeni infekce, to ovSem plati pouze
Vv ptipadé, kdy neni spravné navrhnuta a provedena detekce virového mRNA, coz jsou 2 reakce,
které komplikuji stanoveni. Imunochemické metody jsou zaméteny na detekci pfitomnosti
antigenu, poskytuji tedy pfimou indikaci probihajici infekce.

Vyhody spojené s pouzitim molekularné — biologickych metod jsou identifikace viralniho
genetického materialu v ranych stadiich, ktera je u onemocnéni CNS velmi podstatna. Dalsi
vyhodou je jiz zminéné detekce nizkych hladin viru.

Kazdd metoda ma své specifické vlastnosti a pouziti a volba mezi imunochemickymi a
molekularné — biologickymi metodami zavisi na konkrétnich pozadavcich diagnostického

stanoveni.
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