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1. VIRY

Viry pfedstavuji vysoce heterogenni skupinu
mikroorganismi v mnoha vlastnostech odlisnou
od bakterii. Jsou to sktriktn€¢ intracelularni
a potencidln¢ patogenni mikroorganismy, které
obsahuji vzdy pouze jeden typ nukleové kyseliny.
Nejsou schopny ristu ani binarniho déleni
a jejich replikace probiha na trovni genetického
materidlu. Nevlastni funk¢ni organely a jsou
zcela zévislé na hostitelské burice, jeji energii
a syntéze makromolekul. ICTV (International
Committee on Taxonomy of Viruses) definuje
virus jako elementarni biosystém, ktery vykazuje
nc¢které¢ vlastnosti zivych systémut, jako je
pfitomnost genomu a schopnost adaptace na zménéné prostiedi. Pfesto ale viry nejsou
schopny zabezpecCit své energetické naroky bez zivé hostitelské builky a mimo ni nejsou
funkéné aktivni. Virus se stava casti zivého systému pouze po integraci svého genomu do
hostitelské buiiky a virova replikace je mozna pouze v metabolicky aktivni buiice.

Obrdazek 1: Virus (zdroj: URL 1)

Viry (nadiiSe Subcelulata — nebunééni) maji mezi organismy zvlastni a velmi diskutované
postaveni. Tyto nebunééné organismy, stojici na rozhrani mezi Zivou a nezivou piirodou,
muzeme definovat jako diskrétni jednotku Zivé hmoty, ktera obsahuje genetickou informaci
(DNA nebo RNA), obalové struktury a je schopna evoluce. Studiem virti se zabyva virologie,
jez byva casto stavéna mimo mikrobiologii, ktera obvykle studuje pouze bakteriofigy (viry
bakterii) a mykoviry (viry nizsich hub).

Kontaminace vody a potravin viry pfedstavuje vyznamnou hrozbu pro lidské zdravi. Pfipady
vyskytu virovych nakaz prostfednictvim konzumace potravin se stale zvySuji, a to diky
zvysujici se populaci, nedostatku Cisté vody a zménam ve stravovacich navycich.

Ohrozeni lidského zdravi toxiny, houbami, parazity a bakteridlnimi agens jsou nam jiz dobie
znama, a to zejména proto, Ze jimi zpusobena onemocnéni uz del§i dobu zname, a byly jiz
vyvinuty vhodné metody detekce, vySetfovani a sledovani jejich ptfitomnosti. Naopak metody
detekce virt Vv rizikovych potravinach se zacaly rozvijet teprve v nedavné dobé a zatim je
jejich spektrum velmi omezené.

Jednim z divodi mize byt skuteCnost, ze | nizka uroven kontaminace potravin viry muize
zpusobit infekci u vnimavého hostitele, pfiCemz nizky pocet vir v potraviné je obtizné
detekovatelny metodami béZn¢ pouzivanymi V klinické praxi.

Dal§im problémem je, ze nékteré z tzv. ,,food-borne” virt (angl. food-borne — onemocnéni
vyvolané konzumaci kontaminovanych potravin nebo vody) bud’ nerostou na bunécnych
kulturach (napt. norovirus) nebo Spatn¢ rostou na primarnich izolatech = Cisty virovy vzorek,
ktery byl ziskan z infikovaného jedince/potraviny (napf. virus hepatitidy A).

Z tohoto pohledu jsou za nejrizikovéjsi potraviny povazovany zejména moiské plody, Cerstvé
produkty a dalsi produkty urc¢ené k piimé spotiebé (angl. ready-to-eat). Tyto produkty castéji
pfispivaji k pfenostm virt, protoze jsou konzumovany tepelné neupravené, ¢imz je odstranén
jeden z bezpecnostich faktorti zabranujici Sifeni nakaz, a to vareni. Tyto potraviny také ¢asto
ptichazeji do kontaktu s potencialné kontaminovanou vodou ¢i ledem, rukama pracovnikl
a povrchy vyrobniho zafizeni.
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Obrdazek 2: Cesty prenosu norovirii (zdroj: URL 2, upraveno)

1.1. Zakladni charakteristika vird

Viry jsou submikroskopické, nebunécné, striktné intraceluldrni organismy, které obsahuji
pouze jeden typ nukleové kyseliny (DNA nebo RNA) a jsou schopny replikace pouze
v zivych bunkach. Nelis$i se od ostatnich mikroorganismii jen svou velikosti, ktera se
pohybuje v rozmezi nékolika nm, ale pfedevsim svou biologickou povahou. Neobsahuji Zadné
funkéni organely, a tak jsou zcela zavislé na hostitelské burice a jeji energii. Viry, které se
nachdzi mimo hostitelskou butiku, jsou metabolicky inertni. Béhem této faze jsou pienaSeny
do dalSiho hostitele. Uvniti hostitelské builky se viry stavaji metabolicky aktivnimi
(replikacni faze), virovy genom vyuziva hostitelskou buniku ke svoji replikaci, transkripci
virové mRNA, translaci a syntéze virovych proteinti nezbytnych k tvorbé novych viriond.

Existuji dvé teorie, které objasiiuji plivod vird. Podle prvni teorie jsou viry degenerované
bakterie, které ztratily vétSinu bunéénych funkci. Druha teorie se piiklani k tomu, ze se jedna
o uniklé eukaryotické geny, tj. nukleové kyseliny, které se naucily piezivat mimo prostiedi
bunky.

1.2. Morfologie a struktura viri

Viry se fadi do raznych celedi a navzajem se odliSuji svou velikosti 1 morfologii. VétSina ma
typické rozméry od 20 — 300 nm. Tvar viru muze byt sféricky, ale i vlaknity. Pro hodnoceni
morfologie virt je nezastupitelna metoda elektronové mikroskopie, v posledni dobé se
vyuziva rentgenova krystalografie a pocitacova analyza.

vvvvvv

Ta obsahuje genetickou informaci nezbytnou pro realizaci reprodukce viru a oznacujeme ji
jako genom viru. Genom viru je chranén nékolika obaly.
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Obrazek 3: Stavba virionu obaleného viru (zdroj: URL 3)

1.2.1. Genom viru

Podle typu genomu rozlisujeme DNA a RNA viry. Pouze u virt se setkavame S uchovavanim
genetické informace v podobé molekuly RNA. Genom mize byt bud’ cirkularni ¢i linearni,
mize byt tvofen dvéma komplementarnimi fetézci (ASDNA, dsRNA double-stranded DNA,
RNA) nebo jedinym vlaknem (ssRNA, sSDNA — single-stranded RNA, DNA).

U RNA virii je velmi dulezité rozliSovat polaritu genomu. RNA s pozitivni polaritou (+)ssRNA md povahu mRNA
a proto miize byt primo prekladdana na ribozomech do prislusnych polypeptidii. Nukleova kyselina s pozitivni
polaritou extrahovand z virionu je sama o sobé infekcni. PFi jejim experimentdlnim vpraveni do burky miizZe
iniciovat kompletni replikacni cyklus s tvorbou novych virovych partikuli. (-)sSRNA viry, tj. RNA viry s negativni
polaritou maji opacnou polaritu nez prislusnd mRNA a proto musi byt jejich RNA nejdrive prepsina do
informacni podoby mRNA virovou RNA transkriptdzou.

Velikost genomu se u ssDNA ¢i ssRNA virt udava poctem bazi (b), u virti s dvoutetézcovym
genomem poétem pard bazi (bp), nebo v jejich nasobeich (1000 bazi = 1kb).

1.2.2. Kapsida — proteinovy plast’ viru

Jedna se o proteinovy obal virové nukleové kyseliny tvofeny jednim nebo nékolika druhy
proteind, které se k sobé tadi a vytvaii kolem genomu proteinovy plast — kapsidu. Ta ma
velmi dulezitou ulohu v architektufe virt — urCuje symetrii virové castice. Je tvorena
z opakujicich se strukturalnich jednotek, které oznacujeme jako kapsomery. Kapsomery jsou
tvofeny jednou nebo né€kolika bilkovinnymi molekulami. Pro kazdou celed’ virti je pocet
kapsomer tvoficich kapsidu charakteristicky. Virové kapsidy se vyznacuji symetrickym
usporadanim. Kapsida, ktera obsahuje genom, se oznacuje jako nukleokapsida.
U zivociSnych virl rozliSujeme Symetrii helikalni, ikozahedralni a komplexni.

Symetrie helikalni (helikoidalni)

Kapsidy jsou tvofeny jednotlivymi polypeptidy (protomerami), fadi se za sebou a jako
Sroubovice sleduji longitudindlné vldkno genomu. S timto typem kapsidy se mizeme setkat
u fady RNA vird, naptiklad u vira ¢eledi Orthomyxoviridae a Paramyxoviridae.

Symetrie ikozahedralni (kubicka)

Tvoftt ji pravidelny dvacetistén se tfemi osami symetrie, ktery vznika autoagregaci kapsomer
dvojiho druhu. Pentony tvoii 12 vrcholii dvacetisténu a hexony tvoii jeho stény, pfi¢emz
pentony jsou tvofeny péti, hexony Sesti do kruhu spojenymi molekulami peptidi.

Komplexni symetrie
Pokud uspotadani kapsomer neumoziuje zafazeni do ikozahedralni nebo helikalni symetrie,
oznacujeme toto usporadani jako symetrii komplexni (napf. ¢eled’ Poxviridae — viry nestovic).
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Obrazek 4: Ikozahedralni kapsida — adenovirus  Obrdzek 5: Helikdlni kapsida
(zdroj: URL 4) (zdroj: URL 5, upraveno)

1.2.2.1. Neobalené viry

U tady virl reprezentuje nukleokapsida kompletni virion. Takovy virus miizeme oznacit jako
neobaleny. Neobalené viry jsou rezistentni k éteru a tukovym rozpoustédlim a relativné
odolné vuc¢i vlivim vnéjSiho prostifedi. K infekci neobalenymi viry mize dojit pfimym
kontaktem se zdrojem ndkazy (infikovany cloveék nebo zvite), ale také prostiednictvim
kontaminovanych pfedméta, vodou nebo potravou.

Neobalené viry nejsou inaktivovany kyselym pH, snadno pronikaji z nosohltanu do
zazivaciho traktu a nasledné jsou vylu€ovany stolici. Ve vnéjSim prostiedi pretrvavaji dlouho,
predevsim v odpadnich a povrchovych vodach. Nejcastéji se jedna o adenoviry, enteroviry
nebo virus hepatitidy A.

1.2.2.2. Obalené viry

Obalené viry maji kromé kapsidy lipoproteinovy obal. Ten je tvoten lipidovou dvojvrstvou
hostitelského piivodu, kterou se kapsida obali pfi prostupu skrz membranu hostitelské bunky,
kdyz opousti oblast svého vzniku pufenim. Jednd se vlastné o modifikovanou
cytoplazmatickou membranu hostitelské bunky.

Obalené viry jsou labilngjsi a citlivgjsi vic¢i fyzikalnim a chemickym vlivim neZ viry
neobalené. Kyselé pH zaludku je inaktivuje a proto bézné nepronikaji do dolni ¢asti
zazivaciho traktu. Kinfekci dochazi pfimym kontaktem se zdrojem ndkazy, nejCastéji
kapénkovou infekci. U labilngjSich druhti virG potom pouze pfimym kontaktem sliznice se
sliznici (sexualné pfenosné infekce).

Podle toho, kde vznikaji novotvotené nukleokapsidy, ziskavaji viry lipidovy obal bud’:
e pucenim skrz jadernou membranu (¢eled’ Herpesviridae),
e pucenim z cisteren pii prostupu endoplazmatickym retikulem (¢eled’Coronaviridae),
e pucenim na cytoplazmatické membrané (Celed’ Orthomyxoviridae ¢i Paramyxoviridae).

proteinova -
kapsida obal (membrana) "eura")"}'dasa (N)
. \ 2 i

hemaglutinin (H)
"

Obrazek 6: Stavba viru chripky (zdroj: URL 6)
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1.3. Replikace (mnoZeni) viri

Viry se mnozi pouze v zivych bunikach. Rustovy neboli reprodukéni cyklus viru zahajuji
pochody spojené se vstupem virové nukleové kyseliny do vhodného mista v bufice. Pak
nasleduje syntéza jednotlivych virovych slozek. Cyklus kon¢i dozravanim novych viriont.

Setka-li se virion s bunikou, nejprve se nespecificky absorbuje na jeji povrch. Jde-li o bunku
vnimavou, tedy jsou-li na jejim povrchu pfitomny zvlastni struktury — receptory, méni se
absorpce v pevné, specifické piilnuti. Nékdy dochazi ke splynuti virového obalu s povrchem
buniky. Povrchova bunéénd membrana s ptilnutym virionem se zahy vchlipi dovniti a bunka
tak virion pohlti. Do vzniklé fagocytarni vakuoly se vyprazdni enzymy z nejbliz§iho
bunécné¢ho lysozomu. Tyto enzymy doslova svlékaji z virionu jeho povrchové struktury
a obnazi tak virovou nukleovou kyselinu. Uvolnéna nukleova kyselina si podiidi bunéény
metabolismus a donuti buniku, aby misto svych bilkovin a nukleovych kyselin tvofila
bilkoviny a nukleové kyseliny virové. Syntéza téchto latek je fizend virovymi enzymy,
odehrava se na bunéénych ribozomech na tkor energetického a latkového metabolismu
bunky.

Nové syntetizované virové bilkoviny se podle druhu viru hromadi v cytoplazmé nebo v jadie
buiky a podle zdkond symetrie se skladaji v nové kapsidy. Do vznikajicich kapsid se vélenuje
nové vytvorena virova nukleovd kyselina. Pfitom se tvofi i fada virioni nedokonale
sestavenych (inkompletnich). Virovy obal vznika tak, ze nukleokapsidy prostupuji bunéénymi
membranami, pozménuji je a nakonec se jimi obali. Pod elektronovym mikroskopem to
vypada, jakoby dozravajici viriony pies bunééné membrany doslova pucely. Na zavér cyklu
zralé virové ¢astice postupné opoustéji buniku.

Délka rustového cyklu zavisi na druhu viru. Vytézek cyklu, tj. pocet nové vzniklych
infek¢énich virion, miiZze c¢init stovky az tisice. Celkovy pocet novych virionli, véetné
neinfekénich (netplnych), byva mnohokrat vyssi.

Viivem prostiedi vznikaji v genomu viru mutace, vysledné mutanty mohou mit zménéné viastnosti nebo dochdzi
ke zménam jejich virulence.
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kapsida ~ % % proniknuti viru do buriky

Secodq

RNA 2. uvolnéni nukleokapsidy, Stépeni
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Obrazek 7: Replikace RNA virii (Reece et al., 2014; upraveno)
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1.4. Infekce bunky

O infekci bunky virem hovoiime az tehdy, za¢ne-li v buiice ptsobit volna virova nukleova
kyselina. Skon¢i-li reprodukéni cyklus vznikem novych infekénich viriont, jde
0 tzv. produktivni infekci bunky. Pokud reproduk¢éni cyklus neprobéhne az do konce,
nazyvame takovou infekci jako abortivni. Pii abortivni infekci vznikaji inkompletni,
neinfek¢ni viriony nebo se v buiice hromadi jen virové antigeny.

Neékdy zastavaji bunky infikovany stale a ptredavaji virus potomstvu. Tvofi-li se pfitom
infekéni viriony, jde o infekci perzistentni. Vcleni-li se virova nukleova kyselina do
bunécného genomu a zaroven s nim se déli, nové viriony se netvoii. Takovou infekci bunky
nazyvame latentni. Latentni infekce se mize prilezitostné aktivovat a reprodukéni cyklus
muze pokraCovat az do vzniku novych viriont.

Diusledkem virové infekce bunky tedy mize byt:
e smrt bunky vlivem jejiho rozsahlého poskozeni,
e perzistentn¢ nebo latentné infikovana burika,
e uzdraveni buiky.

1.5. Sifenti virové infekce
Nejdulezitéjsimi vstupnimi branami vird do lidského téla jsou sliznice dychacich cest, sliznice
zazivaciho traktu a ktize s podkozim.

K infekci organismu skrz gastrointestinalni trakt dochéazi pfi konzumaci kontaminovanych
potravin. Po pfijmu potravy se viry dostavaji ptimo do zaludku nebo nejprve infikuji
nosohltan a nasledné potom i dalsi ¢asti zazivaciho ustroji (zaludek, stfeva). Jicen je jen
ziidka infikovan pro jeho tuhy vrstevnaty epitel a rychlou pasaz potravy. Intestinalni trakt je
chranén hlenem, ktery miiZze obsahovat specifické protilatky.

Peristalticky pohyb stfevniho obsahu umoziuje pfitomnym virionim kontakt s vnimavymi
bunkami. Z dalSich protektivnich mechanismil, schopnych inaktivovat viry v zazivacim
systému, je nutno jmenovat kyselé prostredi v Zaludku, Zlu¢ a dale proteolytické enzymy
v tenkém stieveé. Presto existuji viry zpusobujici stfevni infekce — napi. ¢eled’ Coronaviridae.
Ke vzacnéjSim vstupnim brandm virové infekce patii ostatni sliznice a placenta.

Viriony, které opustily infikovanou bufiku, pronikaji do bun¢k bezprostfedné sousedicich
ataké jsou pasivné unaSeny télnimi tekutinami na vzdalengj$i mista. Sifenim viru do
sousednich bun€k se zvétSuji jak loZiska infekce ve vstupni brané, tak loZiska vzniklad na
ostatnich mistech organismu.

Po pomnoZeni ve vstupni brané se virus mulze $ifit lymfatickymi cestami do regionélnich
miznich uzlin. Z uzlin se viriony vyplavuji do krve, kde se jejich pfitomnost oznacuje jako
virémie. B&hem virémie se virus rozséva do celého té€la, mnozi se ve vnitinich organech
aznich se opét uvolnuje do obchu. Dojde-li po napadeni nékterého organu k typickym
pfiznaklim nemoci, oznacujeme ho jako cilovy orgdn.

Dulezitymi cilovymi organy jsou centralni nervova soustava, kize, velké zlazy a svaly.
U vétSiny virovych infekci vSak pfirozend obranyschopnost organismu zabrzdi Sifeni viru
diive, nez se pomnozi v cilovém orgdnu. Z tohoto divodu vétSina vir6z probihd bez
specifickych piiznak.

Viry se vylucuji z postizenych sliznic dychaciho a sttevniho traktu, z nékterych druht vyrazek
na kiizi, dale moci, trusem a krvi. Ze zptsobu vylu¢ovani vyplyva zplsob pifenosu viru na
nového hostitele.
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2. BAKTERIOFAGY

Zkracené fagy, jsou viry schopné infikovat jen buiiky urcitych bakterii. Mlzeme je najit na
vSech mistech osidlenych jejich bakterialnimi hostiteli, jako napiiklad v pudé nebo ve
sttevech zivocichl. Jednim z nejvyznamnéjSich nalezist’ fagh a dalSich virt je moiska voda,
ve které bylo nalezeno az 9x108 virionti na mililitr a az 70 % moiskych bakterii jimi miize byt
infikovano. Fagy byly dlouho povazovany za nezivé objekty, protoze nemaji vlastni
metabolismus, nereaguji na zmény okoli a pro svoje rozmnozovani vyuzivaji bakterie, ale
V soucasnosti jsou oficialné¢ oznacovany jako tzv. zivé nebunééné entity.

2.1. Zakladni charakteristika bakteriofagi

Typicka stavba fagl zahrnuje bilkovinnou kapsidu a v ni uzavieny geneticky material. Na
kapsidu kr¢kem navazuje bicik s bi¢ikovou pochvou, bazdlni destickou a vldkny biciku, kterd
slouzi k pfichyceni na povrch bakterie. Geneticky material bakteriofagi je tvofen DNA nebo

RNA. Nukleova kyselina mtze byt jednofetézcova i dvoufetézcova, kruznicova i linearni,
dlouha 5 000 az 500 000 nukleotidd.

2.2. Morfologie a struktura bakteriofagi
Znamé bakteriofagy jsou morfologicky velmi rozmanité, jejich symetrie je ikozahedralni nebo

helikalni (pfipadné ob&). U nejvétsich a nejslozitéjsich bakteriofagh (napt. bakteriofagy
Escherichia coli T2, T4 a T6) vykazuje hlavicka symetrii ikozahedralni a bi¢ik helikalni.

Primé&r hlavi¢ky riznych bakteriofagh se pohybuje v rozmezi 15 — 100 nm, délka bicikt je
rizna (od sotva patrného, po asi 200 nm), praimér bic¢iku je 10 nm. Z velkych fagi ma napf.
fag T4 hlavicku o priméru asi 65 nm a délce 95 nm. Hlavicka ma tvar dvou polovi¢né pti¢né
rozdélenych ikozahedri spojenych nizkym Sestibokym hranolem. Bic¢ik, dlouhy také 95 nm,
je pevny, ale jeho povrchova pochva je kontraktilni. Na konci bic¢iku je pfipojena Sestiboka
bazalni ploténka s ostny a bi¢ikovymi vladkny. Osou biCiku prochdzi duta dien. Liché
bakteriofagy téze tfady (T1, T3) maji dlouhé a ohebné bic¢iky, bez kontraktilni slozky. Bi¢ik
bakteriofaga nikdy neslouzi k pohybu.

Mal¢ ikozahedralni bakteriofagy se dale rozdéluji do dvou typh podle toho, zda maji nebo
nemaji velké, hroty opatfené kapsomery ve vSech
dvanacti rozich svého ikozahedru. Tyc¢inkové
bakterifagy obsahuji bud’ jednofetézcovou DNA nebo
RNA. Nejmensi bakteriofagy s jednofetézcovou RNA
jsou kulovitého tvaru; jen o0 néco vétsi bakteriofagy
s jednotetézcovou DNA jsou bud dvanactisténné
nebo vldknité.

Dosavadni pokusy o zavedeni morfologické

klasifikace rozliSuji 5 zakladnich typta bakteriofagi:

e virion slozeny zikozahedrické hlavicky
a stazitelného (kontraktilniho) biciku

e virion slozeny =z ikozahedrické hlavicky N \ R
vy ’ cvr 4 bazdlni ploténkal |
s nestazitelnym bic¢ikem © W [
e virion ikozahedricky bez bi¢iku W L
. e AN ST ’ " vldkno biciku
e virion ty¢inkovity az vlaknity
e virion kulovity Obrazek 8: Bakteriofig T4

(Raven and Johnson, 1999; upraveno)
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2.3. Zivotni cyklus bakteriofagt

Podle prubéhu Zzivotniho cyklu lze bakteriofagy rozdélit do dvou skupin a to na fagy
virulentni s lytickym zivotnim cyklem a fagy temperované s lyzogennim zivotnim cyklem.

Virulentni fagy s lytickym Zivotnim cyklem

Tyto bakteriofagy zptsobuji lyzu hostitelské bakteridlni buniky. Jejich Zivotni cyklus zacina
adsorpci virionu na povrch vnimavé bunky (u grampozitivnich bakterii fagy nasedaji obvykle
na teichoové kyseliny), nésleduje penetrace nukleové kyseliny faga do cytoplazmy bunky
ajeji replikace s vyuzitim DNA polymerazy hostitele. V dal$im kroku vznika rand fagova
MRNA a jsou syntetizovany proteiny kontrolujici jejich syntézu a nasledné se syntetizuji také
tzv. pozdni bilkoviny faga. Po nasyntetizovani potfebnych slozek jsou kompletovany nové
virové castice (viriony), které se uvolni do vnéjsiho prostredi (pomozi endolyzinti dochazi
k 1yze bakterialni bunky). Uvolnéné viriony mohou nasledné infikovat dalsi citlivé bunky.

Temperované fagy s lyzogennim cyklem

Tyto fagy se rekombinaci zaclefiuji do genomu hostitele, jejich nukleova kyselina se replikuje
a prenasi na potomstvo spolu s genomem bakterialni bunky. Takto zaclenény fag se nazyva
profig. Pisobenim nékterych vnéjsich faktorti (napt. UV zateni, mutageny, stresové faktory)
se profag miize opét uvolnit a vyclenit z nukleové kyseliny bakterialni bunky a temperovany
fag se stane fagem virulentnim. Pti chybném vyc¢lenéni se miize spolu s genetickou informaci
faga vycClenit i ¢ast genomu hostitelské bakterie, ktera se tak stane soucasti nové virové
Castice a muze byt Sifena déal. Tento proces se nazyva transdukce a napf. u druhu
Staphylococcus aureus je nejcastéjsim zpisobem horizontalniho pienosu gen.

QI@™ OR®
BU3ID

NN

N ELA ’&%*’“é@ N

S =

Obrazek 9: Zivotni cyklus bakteriofigii (zdroj: URL 7, upraveno)

2.4. Vyznamné vlastnosti a vyuziti bakteriofagi

Bakteriofagy jsou schopné lyzovat napadené bakterie, mohou proto slouzit jako ucinna
antibakterialni 1é¢iva. Hlavni problém je vSak v tom, Ze kazdy druh bakteriofaga napada jen
konkrétni druh bakterie a ve velké vétSin¢ pripadi dokonce pouze nékteré kmeny tohoto
druhu. Aby byla lécba bakteriofagy ti¢inna, musi se nejprve presné urcit konkrétni bakterialni
druh a kmen, ktery zptlisobil infekci, a pak podat pacientovi pfesné vybrané bakteriofagy.

24
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antibiotik. OvSem vzhledem k narGstajici rezistenci bakterii k antibiotikim, ma vyuziti
bakteriofagt velky potencial.

Krom¢ uziteCnych vlastnosti, které maji bakteriofagy jako nicitelé bakterii, vSak mohou také
negativné ovlivitiovat priab¢h bakteridlnich infekei zvirat a ¢lovéka. Po infekei bakterialni
buniky mohou totiz ptejit do latentniho, lyzogenniho stavu, kdy se bakteriofag (resp. uz pouze
jeho nukleova kyselina — profag) zac¢leni do genetické informace buiky. Fagy v lyzogennim
stavu jsou soucasti bakterialni DNA a spolu s ni jsou také replikovany pii bunécném déleni
(viz kapitola 2.3). V genomu nékterych bakteriofagi se vyskytuji geny kédujici tvorbu toxind,
které tzv. lyzogenizovana bakterie (bakterie s profagem) méa moznost produkovat. Takto se
I Z relativné neSkodné bakterie miize stat vysoce patogenni piivodce onemocnéni.

Proces, kdy bakterie diky profigu ziska nové viastnosti, se nazyva lyzogenni konverze. Ta miize byt pozitivni, coz
Jje pripad zisku genu kédujiciho tvorbu toxinu, ale i negativni, kdy profiag svym zaclenénim do nékterého z genil
bakterie prerusi jeho sekvenci, a tim gen inaktivuje. Napr. nékteré patogenni kmeny Escherichia coli, (napr.
enterohemoragické kmeny E. coli) jsou s nejvétsi pravdépodobnosti infikované bakteriofiagem, jehoz genetickd
informace zpiisobuje jejich patogenitu.

Bakteriofagy lze uspé$né vyuzit i pro typizaci bakterii, tzv. fagotypizaci. Fagotypizace je
zaloZzena na rozliSovani antigenné i biochemicky shodnych bakterialnich kmen pomoci
standardnich specifickych bakteriofag. Jedna se o fenotypovou typizacni metodu, ktera
slouzi k prikazu genetické piibuznosti izolati zachycenych pii epidemiich — odliSeni
epidemiologicky nesouvisejicich izolatt. Sleduje se rozdilna citlivost bakteridlnich kmenti
k fagové infekci.

Fagy jsou aplikovany ve formé kapek na zivny agar inokulovany pies noc pomnozenou
kulturou testovaného bakteridlniho kmene. K provedeni je potifeba pouzit také kontrolni
kmeny se znamymi reakcemi. Pozitivni reakce se projevi tvorbou plakl (= lyzované bunky)
viditelnych jako teckovité projasnéni svrchni vrstvy agaru s narostlou bakterialni kulturou.
Pro kazdého faga je hodnocen stupent lyze bakteridlni buiiky, kterou vyvolava. Soubor
vysledku se poté nazyva fagotyp.

Fagotypizace se pouziva pii diferenciaci vyznamnych patogenti, napt. Salmonella Typhi,
Salmonella Paratyphi, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus ¢i mykobakterii.

Postup fagotypizace:

1) testovana bakterialni kultura se pomnozi v zivném
médiu (37 °C, 1-2 hodiny)

2) predsusené agarové plotny se preliji pomnozenou
kulturou

3) piebytecna suspenze se odsaje, na médium se
aplikuji specifickeé fagy

4) inkubace probiha pies noc pii 37 °C

5) odectou se lytické reakce (plaky), vysledek se
vyhodnoti pomoci ptislusného schématu

Obrazek 10: Lytické reakce (zdroj: URL 8)
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3. VIRY — PUVODCI ALIMENTARNICH ONEMOCNENI

3.1. Viry v potravinach

Existuje mnoho virQ, které mohou byt pfenaseny nejen z ¢lovéka na ¢lovéka, ale i ze zvifat na
Cloveéka a tedy 1 potravinami zivocisného ptivodu. Viry se mnoZi jen v Zivych buiikdch, jejich
rozmnoZovdni v potravindch je proto vylouceno. Na druhou stranu potraviny a voda mohou
byt vyznamnymi pienaSe¢i téch virt, které jsou schopny zachovat si svoji zivotaschopnost
delsi ¢as mimo zivou bunku. Vhodné pro pienos virti je pfredev§sim mléko. Rlizné druhy virti
se mohou vyskytovat v ¢erstvém ¢&i opracovaném mase, vejcich, rybach apod.

Pro pfenos a Sifeni patogennich virG je dulezité, jakym zpiisobem byla potravina
kontaminovana. Pokud je potravina zivocisného piivodu ziskdvana ze zvifat infikovanych
viry, mize byt kontaminovana uz primarné, intravitalni cestou. Pti primdrni kontaminaci je
virus pfitomny pfimo v buiikach svaloviny nebo v mezibunéénych prostorech. Cetnégjsi jsou
vSak sekundarni kontaminace, a to predevsim cestou fekalniho znecisténi. U sekunddrni
kontaminace se jedna o volné viry, které se dostaly do potravin infikovanou vodou,

kontaminovanyma rukama pracovnikti nebo infikovanymi hlodaveci.

Stabilita virii v potravindch je ovlivnéna fadou faktorti, k nimz patii zejména slozeni
potraviny, koncentrace viri a teplota skladovani. VétSina vird je odolnd vu¢i nizkym
teplotam, svou infekénost si zachovaji pfi chladirenskych teplotach (4 °C) po dobu nékolika
tydnu a pfi teplotach mrazirenskych (-18 °C) i nékolika mésict. Naopak, vétSina virt je citliva
K nizkym hodnotam pH, vysuSeni ¢i vys$$im teplotam. Nejucinnéj$im prostfedkem proti
virim, Mimo zabranéni sekundarni kontaminace potravin zivo¢isného ptivodu, je dostate¢na
tepelna uprava potravin. Bilkoviny a tuky v potravinach vsak odolnost virt vici vys$Sim
teplotam zvySuji. Obecné je fada vird inaktivovana jiz pfi teploté 60 — 80 °C, nékteré vSak
odolavaji 1 teplotdm nad 100 °C.

Viry pfijaté do organismu potravinami jsou v zaludku vystaveny ucinku kyselého prostiedi
zalude¢nich $t4v (smisenim Zaludecnich travicich $tav s dal§imi travicimi §tdvami tenkého
stieva a s potravinou se jejich pH upravi na pfiblizn¢ 2,0). V zavislosti na odolnosti viru
a kyselosti zalude¢niho obsahu urcité viry pieziji, jiné ne. Zvlast' rezistentni jsou bezobalové
(nahé) viry jako picornaviry, reoviry, adenoviry a parvoviry, které nemaji viici zluci citlivy
vngéjsi obal.

Mezi prokazané alimentarni infekce zptsobené viry patii zejména virova hepatitida
(zloutenka) typu A, poliomyelitida (détska obrna) a klistova encefalitida. Se zptesnénim
virologickych laboratornich metod bylo potvrzeno, ze potraviny mohou slouzit jako
vehikulum pro pfenos i dalsich virti — napf. rotavird, adenovirtd, coronavirt ¢i Norwalk virt.

3.2. DNA viry

3.2.1. Adenoviry

Jedna se o viry, patfici do celedi Adenoviridae, které jsou rozdéleny do dvou rodiu —
Mastadenovirus a Aviadenovirus. Rod Mastadenovirus zahrnuje vedle rtuznych zvifecich
druhil také adenoviry, které infikuji vyhradné ¢lovéka.

Adenoviry jsou neobalené viry, hexagondlniho tvaru s ikozahedralni symetrii, velikost se
pohybuje mezi 80 — 100 nm. Viriony jsou slozeny z 252 kapsomer. Jejich genom je slozen
Z jedné linearni dvoufetézcové molekuly DNA (dsDNA). Jako vétSina neobalenych virl jsou
adenoviry rezistentni viici fyzikalnim a chemickym vliviim. Vzdoruji u€inku éteru a tukovych
rozpoustédel a pH v rozmezi 5 — 9. Jsou velmi pomalu inaktivovany teplem. Pti teploté 20 °C
a nizsi, vydrzi v prostiedi po fadu tydnd.

12
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Prenos

Infekce se S§ifi  alimentarné, kapénkovou infekei, pohlavnim stykem a stykem
s kontaminovanymi pfedméty nebo vodou. V pribéhu infekce jsou adenoviry vyluCovany
stolici a dostavaji se do odpadnich a povrchovych vod, kde velmi dlouho pietrvavaji. Mistem
primarniho pomnoZeni jsou nejcastéji epitelialni buniky spojivek, nosohltanu a stiev. Infekce
pronika do hlubsich vrstev sliznice, do tonsil a do lymfatickych uzlin. Mnozeni viru vede
k destrukci bunék a zanétu. Pti oslabené obranyschopnosti nékdy vznika virémie, ktera muze
vést k lokalizaci infekce v riznych organech, zejména v CNS nebo ledvinach. Po piekonané
nakaze mohou adenoviry v organismu pretrvavat v lymfoidnich tkanich nebo ledvinach bez
zjevnych ptiznakt. Adenoviry Ize prokazat ve 30 — 40 % chirurgicky odstranénych mandlich.

Obrdzek 11: Adenovirus (zdroj: URL 9 a URL 10)

Onemocnéni adenoviry

Po infikovani adenoviry se nemoc projevi do 2 — 14 dnli. Adenoviry nejcastéji zpisobuji
infekce dychacich cest, zanéty oci, infekce traviciho a urogenitalniho traktu. Infekce traviciho
traktu se projevuje priujmy, zvracenim, nauzeou, vysokou horeckou, bolesti hlavy a kieCemi
v biise. Jedna se tedy o gastroenteritidu vyskytujici se piedev§im u déti.

3.3. RNA viry

3.3.1. Virus hepatitidy A

Virus hepatitidy A (dale HAV) se tadi do celedi Picornaviridae. V mnohém se podoba
enterovirim, ale 1i§i se napiiklad biologickymi vlastnostmi — vykazuje vyrazny tropismus
Kk jaternim bunkam, je mimofadné termostabilni a pomalu se replikuje bez cytopatického
ucinku na hostitelskou buiniku. Z téchto divodi je HAV fazen do samostatného rodu
Hepatovirus.

Obrazek 12: Virus hepatitidy A (zdroj: URL 11 a URL 12)
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HAV je odolny k tukovym rozpoustédlim a detergentim a je mimoiadné rezistentni ke
kyselému pH a ucinkim tepla. Aktivni vydrzi pfi pH 1,0 a snasi teplotu az 60 °C
(za pritomnosti hofe¢natych iontt vydrzi aktivni i pifi teplot¢ 70 °C po dobu 10min).
Spolehlivé je inaktivovan oxidac¢nimi Cinidly, napf. chlorovymi preparaty nebo kyselinou
peroctovou.

Pienos

Nakaza se Sifi oro-fekalné. Nejcastéji dochazi k nakaze kontaminovanou vodou nebo
potravou. Sifeni také usnadiiuji §patné hygienické podminky. V pribéhu inkubace, ktera trva
od 15 do 45 dni, je virus prokazatelny ve stolici a 14 dnii pfed nastupem klinickych ptiznakt
také v krvi. Vylu€ovani viru stolici je maximalni ke konci inkubacni doby a trva jesté kratce
po vyvrcholeni klinickych ptiznaki.

Onemocnéni

Infekce HAV probiha Casto skryté, zejména u déti. Virus se nejprve replikuje v zazivacim
traktu a prostfednictvim primarni virémie proniké k jaternim buiikdm. Zde se pomalu mnozi
V cytoplazmé bun€k jaterniho parenchymu. Dochazi k degeneraci infikovanych bunéck
a difuzni zanétlivé infiltraci jater S hyperplazii Kupfferovych bunék. Virus je vylucovan zluci
do stfeva. Pfi zjevném onemocnéni je ke konci inkubacni doby pozorovdna unava, zvySena
teplota nebo horecka, nechutenstvi, nauzea a zvraceni. Jatra jsou zduiela. Podle rozsahu
amiry posSkozeni hepatocyti a dezintegrace zluCovych kandlkdi pozorujeme typické
symptomy hepatitidy. Zvysené hladiny zlucovych barviv v krvi maji za nasledek ikterus
(Zloutenku) riizného stupné. Moc€ je tmava, stolice svétlejsi. Nekomplikovana hepatitida A
trva 3 tydny az mésic a zpravidla kon¢i uzdravenim. Imunita po prodélaném onemocnéni je
pravdépodobné trvald. HAV nevyvoldva chronické perzistentni infekce. Pribch s uplnym
selhanim jater vedoucim ke smrti je u infekci HAV zcela vyjimecny. Z pohledu HAV se jako
nejrizikovéjsi plodiny jevi jahody, maliny, rajcata a listova zelenina.

V letech 2006 — 2015 se pocet hldsenych onemocnéni virovovu hepatitidou A pohyboval v Ceské republice

prumérné ve stovkdach pripadi rocné. Vyjimku tvoril rok 2008 a 2009, kdy pocet nemocnych stoupl az na 1 650
0sob, v diisledku epidemie v Praze a Stiedoceském kraji.

3.3.2. Virus hepatitidy E

Virus hepatitidy E (HEV) patii do celedi Hepeviridae, rod
Hepevirus. Jedna se o neobaleny (+)ssRNA virus, velikost se
pohybuje vrozmezi 27 — 34 nm. HEV je ve srovnani
S ostatnimi viry hepatitidy relativn¢ labilni v0i¢i zevnimu
prostfedi. Nesnd$i prostfedi s vysokou koncentraci soli
a podléha zamrazeni.

Vyskytuje se ve 4 genotypech:
e genotyp la-1e, 2a-2b — vyhradné lidsky
e genotyp 3a-3j, 4a-4g — zvifeci (prase domaci, vysoka
zvét, divoké prase, mékkysi, hlodavci), miize infikovat —Obrazek 13: Virus hepatitidy E
I ¢loveéka (zoonodza) (zdroj: URL 13)

Pienos

Genotyp 1 a 2 se pfenasi fekalné-oralni cestou, nej€astéji se jedna o kontaminovanou vodu.
Pienos u genotypu 3 a 4 je zpravidla nedostate¢né tepeln¢ upravenymi masnymi vyrobky
(domaci zabijacky), krvi, krevnimi derivaty, transplantovanymi orgény, ale i kontaminovanou
vodou pii epidemiich. Zdrojem infekce je nemocny jedinec, ktery vylucuje viriony stolici.
Ptimy mezilidsky pfenos je méné Casty. Inkubacni doba HEV je 15 — 60 dni.
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Onemocnéni

Virus hepatitidy E zpisobuje virovou hepatitidu (zloutenku) typu E. Jedna se o virové
infek¢ni onemocnéni jater. Onemocnéni probiha akutni formou a neptfechdzi do chronického
stadia. B&Zn&jsi je jeho vyskyt v rozvojovych zemich, aviak i do Ceské republiky je roéné
zavleceno nékolik desitek az stovek piipadii. Onemocnéni ma podobny pribeh jako ostatni
hepatitidy. U déti casto probiha lehce ¢i bez pfiznakl. V prodromalnim stadiu se vyskytuji
bolesti svalii, kloubii, zazivaci obtize, zvySeni teploty. Nasleduje vlastni onemocnéni
s ikterem kuze, sklér, bolesti bficha, nékdy zvracenim a nadymanim. Pacienti maji tmavou
mo¢ a svétlou stolici. Prib¢h infekce je ale oproti HAV téz8i a delsi. Onemocnéni nékdy trva
i nékolik mésict. Cast&ji dochazi k fulminantnimu priibéhu se selhdnim jater. Vysoce zavazné
je onemocnéni HEV u te¢hotnych Zen, kdy letalita je az 20 %.

Za poslednich 10 let bylo nahldseno vice nez 21 000 pripadii vyskytu onemocnéni hepatitidou typu E u lidi. V EU
Jjsou hlavnimi zdroji onemocnéni hepatitidou typu E domaci prasata. Prase divoké miize také virus prendset, ale
jejich maso neni konzumovano tak casto, jak maso prasete domdciho.

3.3.3. Sapovirus (Sapporo-like virus)

Viry rodu Sapovirus fadime do ¢eledi Caliciviridae. Jedna se
0 neobalené RNA viry, rezistentni k fyzikdlnim a chemickym
vlivim. Kapsida je kubické symetrie s typickymi kaliSkovitymi
prohlubeninami na vrcholech 32 kapsomer. Velikost virovych
¢astic se pohybuje mezi 27 — 40 nm. Genom je tvofen linearni
RNA a ma pozitivni polaritu.

Kmeny sapovirii délime do 5 genoskupin:
e Gl Gll, GIV, GV — infikuji ¢loveéka

e GlIl — infikuji prasata Obrazek 14: Sapovirus
(zdroj: URL 14)

Pienos a onemocnéni

Sapoviry vyvolavaji u lidi prijmova onemocnéni, patii tedy mezi ptivodce gastroenteritid.
Infekce sapoviry jsou ¢astéjsi u malych déti nez u dospélych. Uvadi se, Ze témét vechny déti
proziji tuto infekci b&hem prvnich péti let Zivota. Viry pronikaji do organismu alimentarni
cestou. Vylucovany jsou stolici a jsou pfitomny i ve zvratcich nemocnych osob. Mistem
mnozeni viru je proximalni ¢ast tenkého stfeva, kde dochdzi k destrukei klki a mikroklk.
Onemocnéni je charakterizovano nahlym zacitkem. Nauzeu, zvraceni a prijem provazi
horecka, bolesti svali a zanét hrdla.

3.3.4. Norovirus (Norwalk-like virus)
Noroviry (rod Norovirus) fadime také do celedi Caliciviridae. D¢li se do 5 genoskupin —
GGl, GGlI, GGlII, GGIV, GGV, z nichz skupiny I, Il a IV jsou pivodci humannich infekei.

Norovirové infekce postihuji pfedevSim starSi déti a dospélé.
Jsou nejcastéjSimi  nebakteridlnimi  plvodci  epidemii
Vv kolektivnich zafizenich pro déti a seniory. Vyvolavaji
gastroenteritidu. Vysoké epidemiologické riziko téchto infekci
je zptusobeno nékolika faktory. Pro vyvolani infekce postacuje
velmi nizka infekéni davka, jiz 10 — 100 virionl je schopno
vyvolat onemocnéni.

Ve stolici nemocného clovéka je vyluCovano obrovské
mnozstvi infekénich virovych &astic (10%1Y/ml stolice). Virus je
pfitomen i ve zvratcich, stolici je virus vylu¢ovan zpravidla po
dobu 2 — 15 dni.

Obrazek 15: Norovirus
(zdroj: URL 15)
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Prenos

K nakazeni dochazi fekalné-oralni cestou. Jelikoz staci velmi nizka infek¢ni davka, je mozné
se nakazit 1 prostiednictvim infek¢niho aerosolu vzniklého napi. pfi zvraceni nebo defekaci
s naslednym splachnutim WC. Nakaza se miize $ifit prostfednictvim potravin, pitné i uzitkové
vody, ktera je kontaminovand fekaliemi. Virus je ve vnéjSim prostiedi pomérné odolny, ve
vod¢ si zachovava infekénost az 14 dni, na hladkych neporéznich povrSich pii nizkych
teplotdich a dostatecné vlhkosti zlstdva infekéni az 10 dni. Pfitomnost norovira byla
prokazana v odpadnich vodach, v povrchové, pitné, bazénové i moiské vodé. Typickym
vehikulem nakazy jsou moisti mekkysi chovani v kontaminované vod¢, nebot’ v jejich téle
dochazi ke koncentraci vird. Virus je inaktivovan chlorovymi dezinfekénimi ptipravky do
30 minut, avsak muze si zachovat infek¢nost v potravinach po nedostatecné tepelné tiprave.

Onemocnéni

Inkubacni doba onemocnéni je 18 — 72 hodin, jako prvni pfiznak se objevuji bolestivé kiece
v biiSe. Nasleduje zvraceni, které dominuje zejména v prvnich dnech nemoci, dale prijem,
zvySena teplota, bolesti bficha, celkova slabost a schvacenost. Stolice je fidka az vodnata, bez
pritomnosti krve ¢i hlenu. Pfiznaky odeznivaji pfi nekomplikovaném prib&hu spontanné
béhem 3 — 7 dni. Nejvétsim rizikem, zejména u starych osob nebo malych déti, je
dehydratace. Infekce mtze probihat i asymptomaticky. Prodélané onemocnéni nezanechava
dlouhodobou imunitu, jsou proto mozné i opakované nakazy. Norovirovou infekci béhem
zivota prodéla vétsina populace.

3.3.5. Rotavirus

Rotaviry patii do ¢eledi Reoviridae. Genom tvoii dsRNA a svym pramérem (70 nm) jsou to
pomérné velké viry. Na snimku z elektronového mikroskopu maji nezaménitelnou podobu
kola (latinsky ,,rota ), s nabojem a paprsky. Mnozi se také na bunéénych kulturach.

Rotaviry maji podobné jako virus chiipky genom segmentovany na 11 segmenti, z nichz kazdy kéduje jeden
protein viru. Rozdily v poradi segmentii 4 a 7 jsou podstatou rady genotypu. Asi 75 % rotavirovych ndkaz piisobi

genotyp G1P8. Protein, kédovany segmentem 6, je jako skupinové specificky uzit v komercnich testech k pritkazu
rotaviri.

Rotaviry se ¢leni do sedmi seroskupin (A-G), které 1ze odlisit
serologicky. Skupiny A, B a C se nalézaji u lidi, skupiny D az
G jsou pitvodcei onemocnéni riznych zvitat (prase, ovce, krava,
potkan, slepice aj.) Skupina A je nejcastéjSim pivodcem
onemocnéni déti na celém svété. Predpoklada se, Ze skupiny B
a C jsou rotaviry ptenasené ze zvifat na lidi. Pii souCasné
infekci riznymi serotypy rotaviri mohou pteskupenim vznikat
nové typy, majici genové sekvence posklddané z riznych
serotyptl.

Obrdzek 16: Rotavirus
Pi'enos a onemocnéni (zdroj: URL 16)

Rotaviry jsou vysoce infekéni a ptezivaji na kontaminované

ktzi rukou, na pfedmétech nebo na ulozené zelenin€. I kdyz nejcastéji onemocni déti, jsou po
pfenosu potravinami nebo vodou zndmé také hromadna onemocnéni osob kazdého véku.
Rotavirové infekce jsou celosvétové hlavni pfi¢inou gastroenteritid, spojenych zvlasté u déti
do dvou let véku, se zavaznou nemocnosti a imrtnosti. Odhadem dochézi kazdy rok na svété
k 140 milionim rotavirovych infekci. Témét vSechny déti do ctyf let véku jiz proZily
rotavirovou infekci. Nasledkem velké dehydratace a ztraty elektrolytli ma az milion téchto
ptipadi, predevs§im v rozvojovych zemich, smrtelny prib¢eh.

Infekce probiha jako u jinych virovych gastroenteritid a vyskytuje se béhem celého roku, ale
se zietelnym vyvrcholenim v zimnich mésicich. Po 1 — 3 dnech inkubace se objevi asi tfidenni
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zvraceni, provazené ve 2. — 6. dni nemoci vodnatymi stolicemi s pfimési hlenu. NakaZlivost
trva po dobu vylu¢ovani viru ve stolici, zpravidla 8 dni. N&kdy lze rotaviry detekovat ve
stolici jiz den pfed vznikem prijmua. Po piekonani rotavirové infekce vznikne dlouhodoba
imunita, ale béhem Zivota se mohou objevit lehké reinfekce. U starSich osob mize nasledkem
klesajici imunity vzniknout i1 téZce probihajici reinfekce.

Vysoka nemocnost a casta hospitalizace vedly v USA k vyvoji rotavirové vakciny. Ta byla licencovana v roce

1998 v USA a o rok pozdeji v Evropské unii, ale jiz v Fijnu 1999 byla pro vysoky vyskyt nezadoucich reakci
stazena z trhu.

3.3.6. Astrovirus

Astroviry patii do celedi Astroviridae. Jedna se o malé,
neobalené viry, jejichz tvar pfipomind péti az Sesticipé
hvézdicky. Jako ostatni viry vyvolavajici gastroenteritidu jsou
astroviry pomérné odolné vici vlivim zevniho prostiedi. Jsou
acidostabilni (pH 3) a pfeziji nékolikaminutové piisobeni
teploty 60 °C. RozliSujeme 8 humannich sérotypd astrovird,
pficemz sérotyp 1 se najde na celém svété a vyvolava 58 az
92 % vsech astrovirovych infekci. Ostatni serotypy se vyskytuji

pouze v urcitych oblastech, serotypy 6 — 8 jsou velmi vzacné. Obrdzek 17: Astrovirus
(zdroj: URL 17)

Pienos a onemocnéni

Viry se ptfenasi prostiednictvim potravin a vody, které jsou kontaminované fekaliemi.
Inkubaéni doba astrovirové infekce je 3 — 4 dny, onemocnéni trva v praiméru 2 — 3 dny.
Typickym klinickym pfiznakem je vodnaty prijem, doprovazeny vzdy horeckou.
U imunosuprimovanych jedincti miize onemocnéni trvat az 6 tydnti, vyluovani viru stolici
trva déle. Priibéh infekce je leh&i neZ u rotavirovych infekci. V Ceské republice je vyskyt
astrovirovych infekci pomérné nizky, nejéastéji se vyskytuje u déti do 2 let.

3.3.7. Enterovirus

Enteroviry jsou 28 — 30 nm velké, neobalené viry s ikozahedralni symetrii nukleokapsidy.
Genom obsahuje sSRNA s pozitivni polaritou o velikosti 7,2 — 8,4 kb. Jsou fazeny do skupiny
velkych vird ¢eledi Picornaviridae. Do rodu Enterovirus fadime 8 druhti — bovinni
enterovirus, lidsky enterovirus A, B, C, D, poliovirus a prase¢ni enterovirus A a B.

Mnoho enterovirti je dobie kultivovatelnych, jsou rezistentni vaci uéinku vyssich teplot,
kyselému pH a ptisobeni chemikalii. Enteroviry, zahrnujici virus coxsackie A a B a echoviry
byly izolovany z odpadnich vod, kanalizaci, motské a Cerstvé
vody a mekkysu.

Pienos a onemocnéni

Enteroviry zpusobuji celou fadu onemocnéni, véetné virovych
meningitid a poliomyelitid (détskd obrna). K Sifeni dochazi
predev§im fekalné-oralni cestou nebo pfimym kontaktem se
sekrety infikovanych osob. Enteroviry se mnoZi zejména
V gastrointestindlnim traktu, ale mohou se mnoZzit 1V jinych
tkanich jako nervové ¢i svalové (poliovirus). Inkubacéni doba se
pohybuje mezi 3 az 7 dny, k $ifeni viru dochazi béhem 3 — 10
dnid od manifestace klinickych priznakd.

Obrazek 18: Enterovirus
(zdroj: URL 18)

Enterovirovd infekce byva castéjsi v 1éte¢ a pocatkem podzimu, fada infekci probiha

asymptomaticky. Jen u zhruba 0,001 % populace se objevi septickd nebo virova meningitis.
V ojedinélych piipadech se miize rozvinout myokarditis nebo encefalitis. Prvni zminky
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0 poliomyelitid¢ spojené s konzumaci kontaminovanych potravin (syrového mléka) pochazi
z roku 1914. Byly zaznamenany také ptipady infekce po konzumaci mléka pasterovaného.

3.3.8. Ostatni viry s potenciilem ,,food-borne*

3.3.8.1. Parvovirus

Parvoviry patfi k nejmen$im zndmym viram, které infikuji eukaryotické buiiky. Neobalena
kapsida s prumérem 18 — 26 nm je tvofena 60 kapsomerami. Jsou to viry ze skupiny ssDNA
viri. s negativni polaritou. Parvoviry se mnozi v bunééném jadie zejména v rychle se
mnozicich buiikach (kostni dfef, stfevo nebo embryonalni tkané). Maji cytopaticky G¢inek na
hostitelskou builkku a jsou pomémné odolné k fyzikalnim i chemickym vlivim. Jsou také

cey

rezistentni k éteru a stabilni v rozmezi pH 3 — 10. Pii teploté 50 °C pteziji az 30 sekund.

Vyskyt parvovirovych infekci jako alimentarnich onemocnéni (gastroenteritid) je limitovan,
ale byl zaznamenan zejména v souvislosti s konzumaci mékkysu a kontaminovaného
driibeziho masa.

3.3.8.2. Coronavirus

Coronaviry (¢eled” Coronaviridae) fadime mezi tzv. enterické viry. Maji lipidovy obal, ze
kterého ¢ni paliCkovité zakoncené vybézky dvojiho typu. Genom tvofi linedrni ssRNA
S pozitivni polaritou o velikosti 30 kb. Mnozeni virti probiha pifevazné v cytoplasmé bungk.
Coronaviry jsou citlivé k éteru a tukovym rozpoustédlim i k riznym fyzikalnim a chemickym
vlivim. Druhy, které se vyskytuji ve stfevech lidi a zvitat, jsou rezistentni ke kyselému pH.
Coronaviry nelze kultivovat in vitro.

Lidské coronaviry patfi spoleéné s rhinoviry mezi nejcastéj§i plvodce tzv. nemoci
z nachlazeni. Vici infekci lidskymi coronaviry je vnimavy pouze ¢loveék. Zatim jsou znamy
3 druhy lidskych coronavirti reprezentované prototypovymi kmeny. Dva znich byly
izolovany jako puvodci zanét hornich cest dychacich. Tteti predstavuje lidsky stfevni
coronavirus a byl izolovan ze stolice ditéte s akutni gastroenteritidou.

V roce 2012 byl potvrzen vyskyt nového druhu coronaviru MERS (The Middle East Respiratory Syndrome), ktery
se $iFi z Arabského poloostrova a zpiisobuje symptomy podobné ndkaze virem SARS (Severe Acute Respiratory
Syndrome). MERS ale navic vede k rychlému selhani ledvin. Novym Coronavirem se prokazatelné nakazilo
49 osob a 27 z nich nemoci podlehlo. Nemocni byli hlaseni kromé Francie i z Néemecka a Velké Britdanie. Nejvice
nakazenych bylo v Saudské Arabii, dalsi pripady se objevily v Kataru, Jordansku, Tunisku a Spojenych
arabskych emirdtech. V Ceské republice zatim vyskyt viru zaznamendn nebyl.

3.3.8.3. Virus klist’ové encefalitidy
Puvodcem klistové encefalitidy je RNA virus patiici do ¢eledé Togaviridae. Rezervoarem
viru jsou drobni hlodavci, ptaci a klistata. Virus klistové encefalitidy je mélo odolny vaci
vysSim teplotam, pastera¢ni ohiev (60 °C) ho spolehlivé zni¢i. Pomérné odolny je vuci
zménam kyselosti v rozmezi hodnot pH 3 — 12. Pfi uskladnéni masla pfi teploté 4 °C si
uchova virulenci po dobu 2 mésici.

V ohnisku nakazy infikuji klistata ptimo ¢loveka nebo zvirata — kravy, kozy, ovce. Pfi infekci
zvitat virus po 2 — 6 dnech cirkulace v krvi pfechazi do mléka. Po konzumaci tepelné
neoSetieného mléka se muze nakazit i ¢lovék (inkubacni doba 7 — 14 dni). Onemocnéni
klistovou encefalitidou probihad ve dvou fazich. Zac¢ina jako mirné chiipkovité onemocnéni,
véetné ztraty chuti k jidlu a stfevnich problémtl. Po 3 az 4 dnech tyto pfiznaky slabnou
adojde k tzv. asymptomatické fazi onemocnéni, kterd miize trvat az 20 dni. Druhd faze
onemocnéni nastupuje ndhle, s pfiznaky jako je vysokd horecka, pfetrvavajici bolesti hlavy,
zvraceni, citlivost na svétlo, ztuhla §ije, které jsou charakteristické pro postizeni centralniho
nervového systému. Jednou z vaznych komplikaci tohoto onemocnéni je meningitida.
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Virus klistové encefalitidy spolehlivé zni¢i pfevateni mleka Velké potravinaiské podniky
proto ov¢i, kozi a kravské mléko pasterizuji.
Néktefi mensi producenti to ale odmitaji, s tim,
ze syry z tepelné oSetfené¢ho mléka ztraci chut
| prospésné probiotické mikroorganismy.

Prevenci vi¢i infikovani virem  kliStové
encefalitidy ordlni cestou prostfednictvim
potravin je nekonzumovat syrové mléko, ani
vyrobky z n¢j, pokud nebyly tepelné zpracovany.
Vyskyt klistové encefalitidy u lidi po konzumaci  Obrdzek 19: Virus klistové encefalitidy
mléka je v souasnosti u nas malo (zdroj: URL 19)

pravdépodobny.

3.3.8.4. Torovirus
Toroviry (¢eled” Coronaviridae) jsou 100 — 150 nm velké neobaleni viry, jejichz genom tvoii
SSRNA s pozitivni polaritou. Maji helikalni symetrii nukleokapsidy, jejich replikace probiha
Vv cytoplazmé. Toroviry primarné napadaji obratlovce, zejména prasata, dobytek, koné a lidi.
Jejich role jako ptivodce gastroenteritidach lidi je zatim neznama. K ptfenosu dochazi ziejmeé
oro-fekalni cestou.
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4. STANOVENI VIRU V POTRAVINACH

4.1. Konvenc¢ni metody detekce viri v potravinach

Viry jsou obvykle nalézdny v potravinich v nizkych koncentracich a nemohou byt
detekovany ptimo. Proto byly zejména v poslednich 30-ti letech rozvijeny metody, které by
umoznily detekci takto malého mnozZstvi z tkani a ostatnich potravin a surovin. Nékteré z nich
byly pozdéji modifikovany, aby se zvysila zachytnost a zaroven snizil vyskyt cytotoxickych
agens a inhibitort v extraktech. Prvnim krokem zahrnutym v téchto postupech je vétSinou
extrakce viriond (virovych ¢astic) homogenizaci tkani v pufrovacim roztoku S naslednou
centrifugaci pro odstranéni tekutin. Eluovany virus pak muze byt zkoncentrovan napf.
kyselym srazenim ¢i vyvlo¢kovanim. Volba vhodné detekéni metody zavisi na jeji Géinnosti,
schopnosti piezivani viru, jednoduchosti a rychlosti metody, findlnim objemu, absenci ¢i
ptitomnosti interagujicich latek a schopnosti eliminace inhibitori dané reakce. Mezi dnes jiz
nejbeznéjsi a nejcastéji pouzivané metody detekce vird patii zejména polymerazova fetézova
reakce (PCR) a jeji modifikace jako napft. real-time nebo multiplex PCR.

4.1.1. Polymerazova fetézova reakce

PCR neboli polymerazova fetézova reakce (angl. Polymerase Chain Reaction) je rychla,
ucinnd a dnes jiz dostupna metoda amplifikace neboli zmnozeni urcitého useku DNA. Tento
usek (tzv. templat) je mnohonasobné kopirovan pomoci specifického enzymu — DNA
polymerazy. Syntéza je fizena primery, coz jsou kratké useky DNA (oligonukleotidy), jez
nasedaji na templat, konkrétné na zacatek a konec amplifikovaného fragmentu, a zabranuji
opétovnému vzniku dvojSroubovice. Vysledkem celé reakce je mnohonasobné namnozeny
specificky usek DNA. K vyhodnoceni vysledkii se obvykle pouziva gelova elektroforéza.

PCR reakce se sklada z 3 opakujicich se krokt:

1. Denaturace — probiha obvykle pfi teploté 95 °C, kdy dochazi k rozvolnéni vodikovych
vazeb mezi bdzemi komplementarnich nukleotidd, tedy ptfechodu dvouretézcové (ds)
DNA na dvé jednotetézcove (ss) DNA.

2. Hybridizace — probiha pii teplotach v rozmezi 50 — 60 °C, kdy dochazi k nasedani
primerQ na specificka mista templatu a tim k ohraniceni cilové sekvence, tedy useku, jez
chceme amplifikovat.

3. Elongace — pii teplot¢ 72 °C dochazi diky DNA polymeraze k prodluzovani nového
vldkna DNA, kter¢ je syntetizovano z nukleotidii pfitomnych v reakéni smési.

/'
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e - ||||“ul /v
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Obrazek 20: Princip polymerdzové retézové reakce (zdroj: URL 20, upraveno)

Vice o PCR a jejich modifikacich viz skripta Mikrobiologie potravin — Prakticka cviceni I. nebo Mikrobiologické
laboratorni metody.
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4.1.2. NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification)

Metoda NASBA je pomérné nova metoda, byla vyvinuta v roce 1991, umoznujici amplifikaci
RNA. Pro izotermickou reakci (41 °C) vyuziva 3 enzymy — reverzni transkriptazu, RNazu H
(v DNA/RNA hybridu odbourava RNA) a T7 RNA polymerazu. Tato metoda byla navrzena
pro detekci ssSRNA. Produkt NASBA je také ssRNA, kterd mize byt detekovana gelovou
elektroforézou po obarveni ethidium bromidem. V mikrobiologii potravin nachazi vyuziti
zejména pii detekci virovych proteind HAV (viru hepatitidy A), astroviri a rotavirt.

Krok 1a 2:

Cilova RNA je reverzni

transkriptazou s vyuZitim 1 E/ANANNANANNNNANANNAA. 3 RNA pavodni
primeru A pfepisovana do LR ] wimera . ° DNA

cDNA g & YUn.  RNA pivodni
AT/ M ‘ ¢

g

Krok 3:
Dalsi enzym, RNaza H, 3
soucasné destruuje
puvodni (cilovou) RNA 4
Kroky 4,5 a 6:
Reverzni transkriptaza, 5
ktera ma polymerazovou
aktivitu, syntetizuje,
s vyuzitim primeru B, 6
komplementami viakno
k DNA . 7
Kroky 7 a 8:
Tato DNA ma cilovou 8
sekvenci RNA, ze ktere
treti enzym, T7 RNA
polymeraza muze (s T7
promotérem) syntetizovat 9
mnoho novych kopii RNA.
Kroky 9 az 13: 10 5 3 DNA
Tyto nové kopie jsou opét et L2 ¥ RNA pévodni
pfevedeny na cDNA atd. + =
Takto muze dojit b&hem 2- ) DNA
3 hodin k narustu 10" 1" ’/W\N\Nv@}w s DNA
(bilionkrat zvétSené ‘ primer A
mnozstvi startovniho
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Obrdazek 21: Schema metody NASBA/3SR (Paviik, 2001)
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4.2. Dalsi molekularné-biologické metody

4.2.1. TMA (Transcription-Mediated Amplification)

Metoda TMA neboli amplifikace zprostredkovana transkripci slouzi k amplifikaci
jednofetézcové nukleové kyseliny (DNA i RNA). Pro reakci vyuziva dva enzymy — RNA
polymerazu a reverzni transkriptazu, aby rychle zmnozily cilovou RNA/DNA, coz umoziuje
soucasnou detekci vice patogenich mikroorganismii v jedné zkumavce. Technologie TMA se
pouzivd v molekularni biologii, forenznich oborech a medicin€ pro rychlou identifikaci
a diagnostiku patogennich mikroorganismu, a to véetné vira.

Principem techniky je amplifikace cilové sekvence RNA pomoci reverzni traskriptizy a DNA
dependentni RNA-polymerazy. Cyklus probiha za konstatni teploty ve dvou fazich. V prvni
se syntetizuje DNA komplementarni k cilové molekule RNA a ve druhé se syntetizovana
dsDNA transkribuje. V tomto systému se pouziva dvou primerd. Prvni tzv. promotor-primer,
nese na 5° konci promotorovou sekvenci pro T7 RNA-polymerazu a na 3" konci sekvenci,
kterd se vaze na cilovou sekvenci RNA a je prodluzovédna reverzni transkriptdzou. Druhy
primer je komplementarni k sekvenci na 3" konci nové syntetizovaného fetézce cDNA. Cilova
molekula RNA slouzi v prvni fazi jako templat, ktery se pfepisuje reverzni transkriptazou za
vzniku hybridni molekuly RNA-cDNA. Po degradaci RNA fetézce (RNAsou H) katalyzuje
reversni transkriptdza polymeraci druhého fetézce cDNA. Ve druhé fazi je dvoufetézova
DNA templatem pro syntézu fady molekul RNA, katalyzovanych T7 RNA-polymerazou.
Tyto fetézce RNA jsou matrici pro reverzni transkriptdzu a dochdzi k opakovani cyklu. Cela
reakce zacina rozrusenim vnitini sekundarni struktury RNA pti 95 °C, poté se pridaji enzymy
a reakce uz probiha izotermnicky pii 42 °C. Reakce ma velkou vytéznost a produkt se
prokazuje vhodnou sondou na zékladé chemiluminiscence. Tato technika je vhodna k rychlé
diagnostice mikrobialnich infekci.

Oproti jinym amplifikaénim metoddm ma metoda TMA nékolik vyhod:
e jedna se o izotermickou reakci, na misto termocykleru je pouzita vodni lazeri nebo
tepelny blok
produkuje RNA amplikon spiSe nez DNA
muze byt amplifikovano vice cilové DNA/RNA
zadné ptrevody, zadné promyvani, ¢imz se snizuje riziko kontaminace
produkuje 100 — 1000 kopii béhem cyklu, to vede k 10-ti miliardovym narustim kopii
béhem pftiblizné 15 — 30-ti minut.

4.2.2. SDA (Strand Displacement Amplification)

Amplifikace DNA vytéshovanim fetézce je metoda, zalozena na schopnosti DNA
polymerdzy, bez 3’a 5’exonukledzové aktivity, iniciovat syntézu DNA v misté
jednotetézcového zlomu uvnitt cilové molekuly a vytésnit fetézec se zlomem béhem syntézy
fetézce nového. Byla popsana jiz na zacatku devadesatych let s pouzitim multifunkénich
primerd, pficemZz oba meéli cilovou sekvenci pro hybridizaci pozadovaného fetézce DNA
a restrikénim mistem pro endonukleazy.

Reakce je izotermicka, simultanni a mize se provadét v Sirokém rozmezi teplot (37 — 70 °C),
proto neni pii jejim pribchu nutné stiidani teplot. Spole¢né s TMA se vyuziva zejména pro
detekci enterovirti.

Zakladem metody je schopnost DNA polymeraz zahajit syntézu DNA podle jednotetézcového
Stépu a nahradit tak usek DNA vysStipnuty restrikénim enzymem. Restrikéni endonukleazy
vymezuji specifickou cilovou sekvenci (tzv. target). Za normalnich podminek tyto restrik¢ni
endonukledzy $tépi oba fetézce, coz neni pro SDA vhodné. Pfi syntéze DNA je proto pouzit
néktery z nukleotidti a-thio-subtituovany (napf. deoxyadenosin-5"-a-thio-trifosfat, dGTP,
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dCTP a dTTP). Jeden z fetézcii syntetizovan¢é DNA potom obsahuje modifikované
nukleotidy. Restrikéni endonukleaza v takto modifikovaném rozpoznavacim misté §tépi pouze
jeden fetézec a vytvoii mistné specificky jednotetézcovy zlom.

Pro SDA se pouziva dvojice primerd s dvéma funk¢énimi oblastmi:
e oblast smérem k 3 konci obsahuje 15 az 20 bp dlouhou sekvenci komplementarni
k cilové molekule DNA,

e oblast smérem k 5" konci obsahuje rozpoznavaci sekvenci pro restrikéni endonukleazu.

Reakce zahrnuje nasledujici kroky:
e denaturaci cilové molekuly dsDNA
pfipojeni SDA primerQ
syntézu a-thiolovanych fetézci pomoci DNA polymerazy
Stépeni jednoho fetézce restrikéni endonukledzou
reakci s DNA polymerazou (s deficientni 3" a 5’exonukleazovou aktivitou)
novy cyklus s vytésnénymi fetézci obou polarit.

4.2.3. LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification)

LAMP, cesky izotermalni amplifikace zprostiedkovand smyckou, je technika slouzici
k detekci patogenni DNA nebo RNA. Pomoci této techniky je mozné urcit piitomnost
patogenil, jako jsou viry, bakterie nebo houby v rostlinnych pletivech nebo v zivocisnych
tkanich. LAMP je technika, ktera je provadéna v jediné mikrozkumavce. Technika ma pied
sebou pravdépodobné slibnou budoucnost jako tzv. low cost metoda, tedy velmi levna
detek¢ni metoda. Primarné¢ tato metoda pracuje s DNA, ale mize byt kombinovana
I s reverzni transkripci, a tak mohou byt detekovany i RNA patogeny. Momentaln¢ je metoda
vyuzivana pomérné hojné v klinické praxi, kde jiz existuji optimalizované a plné¢ funkéni
komer¢ni kity.

Jak jiz bylo zminéno vyse, jedna se o izotermalni amplifikaci, kdy amplifikace nukleovych
Kyselin probiha za konstantni teploty. Teplota pro metodu LAMP byva piiblizné 60 — 65 °C.
Pro prubéh reakce je nutné mit pfipravenu reakéni smés, ktera obsahuje nukleovou kyselinu
(templat), 6 az 8 primerd a specidlni polymerazu, kterd je izolovana z bakterie
Bacillus stearothermophilus a vyznacuje se tzv. dislokazovou aktivitou, tj. dokaze oddélovat
kodujici vlakno DNA a nahrazovat ho fetézcem, ktery sama syntetizuje. Dale reakéni mix
obsahuje pufr, MgCl, dNTPSs, popt. barvivo, které je schopno interkalovat do vznikajici
dsDNA. Je mozno také piidat napt. betain, coz je kvartérni amoniova sil, kterd muze byt
v reakénim roztoku pouzita z divodu velkého poctu GC pari v templatové DNA.
Amplifikace probiha kontinualné, a to pfi stalé teploté kolem 63 °C.

Podstatnou slozkou jsou zejména specidln€ navrZzené pary primerti pro cilenou amplifikaci
pozadované ¢asti DNA a specifické polymerazy. Zaroven je vS§ak mozné i pouZiti specialné
navrzenych loop-primert, které mohou rychlost amplifikace zna¢né€ zvysit. Trvani takové
amplifikace mize byt nékolikandsobné nizsi nez u trvani klasické PCR.

Velkou vyhodou je rovnéZ fakt, ze neni nutné nakladné vybaveni pro amplifikaci nebo detekci
produktu. Existuje moznost provadét amplifikaci mimo laboratof, souCasné vznika vice
produktu nez u PCR. Nékteii védci véfi, Ze izotermalni amplifikace je v tomto ohledu
elegantni nastroj, umoznujici urychlit detekci vird, bakterii nebo hub oproti klasické PCR.

Detekce produktu LAMP
Koncentrace vzniklého produktu se pohybuji v rozmezi 400 — 800 pg/ml, coz umoziuje jeho
snazsi detekci riznymi metodami. Prvni metodou je gelova elektroforéza v agar6zovém gelu.
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Jedna se o levny zptisob detekce, avSak nevyhodou je jeji relativné vysokd ¢asova narocnost,
probiha az po skonceni LAMP a vysledny produkt nelze kvantifikovat.

V pribéhu LAMP vznika srazenina magnézium-pyrofosfatu, ktera muze byt detekovana
turbidimetrem nebo spektrofotometrem, a to po skonéeni LAMP. Alternativu ptedstavuje
centrifugace, po niz se srazenina pyrofosfatu usadi na dné reak¢ni nadoby a mize byt snaze
detekovana pouhym okem, coz je do znacné miry dosti subjektivni zpisob detekce.

Dalsim zptUsobem detekce je pouziti DNA barviv a pozorovani fluorescence reakcniho
roztoku. Jednd se o rychly zplsob, ktery muze byt za pouziti vhodného DNA barviva
proveden i1 bez pouziti fluorimetru, a to pouhym okem.

Poslednim zptuisobem detekce je tzv. ABC-LAMP (angl. Alternately Binding Quenching
Probe Competitive LAMP). Produkt 1ze rychle kvantifikovat a kvalifikovat, tj. urit specifické
sekvence produktu. K provedeni je zapotiebi fluorimetr a specialné navrzené sondy, které se
vazi na specifické misto v produktu a snizuji tak jeho fluorescenci.

4.2.4. Ligazova retézova reakce

Ligazova fetézova reakce (LCR, angl. Ligase Chain Reaction) je metoda amplifikace DNA
uréend k detekci stopovych mnozstvi DNA o znamé sekvenci. Jednd se o dvoufazovou
cyklickou reakci. V prvni fazi se za vysoké teploty (95 °C) cilové molekuly dSDNA rozvinou
na jednoietézcové. V druhé fazi (70 °C) se dvé sady (2x2) komplementarnich oligonukleotid
navazi (hybridizuji) k cilovym jednotetézcovym molekulam a termostabilni ligasou jsou spolu
spojeny. LCR je alternativni amplifika¢ni technikou k polymerazové fetézové reakci. Detekce
produktti LCR mtize byt provadéna elektroforézou nebo ELISA testem.
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5. PRIPADOVE STUDIE

5.1. Uvod

Mezi potraviny, podilejici se na vypuknuti ,,food-borne* onemocnéni virového ptivodu, patii
zejména chlazené potraviny a tzv. fresh produkty (ovoce a zelenina), ale také mekkysi (musle,
Skeble, atd). V minulych letech byla prokazana kontaminace ,,food-borne* viry napf. u jahod,
malin ¢i ustfic.

Ve Spojenych statech bylo zaznamenano az 76 miliondi nemocnych, 5 tisich mrtvych
a 325 tisic hospitalizovanych. U nas neni situace tak zavazna, avSak nemoci z potravin
bakteridlniho ¢i virového pivodu se u néas objevuji stale. Vycet nékterych zaznamenanych
piipadl u nas je uveden Vv nasledujicim textu.

Tabulka 1: Prehled virovych epidemii z potravin zaznamenanych v poslednich letech

Rok Stat Piivodce Vehikulum

2015 Australie virus hepatitidy A mraZené drobné ovoce z Ciny
2013 g\?g(lizgc()?’l)ill(; ll?:)ldSkO’ virus hepatitidy A mrazené bobulovité ovoce z Italie
2013 Holandsko norovirus mrazené maliny z Polska

2012/13 Skandinavie virus hepatitidy A mraZené bobulovité ovoce

2012 Irsko norovirus ustiice

2010 Irsko norovirus ustfice z Holandska

2009 Dansko norovirus mrazené maliny ze Srbska a Belgie
2009 Finsko norovirus mrazené maliny z Polska

2009 Svédsko (19 osob) norovirus mrazené maliny ze Srbska

2006 Holandsko (45 osob)  norovirus mrazené maliny z Chile

2006 Finsko (cca 400 osob)  norovirus zeleninovy salat

2005 Dansko (> 350 osob)  norovirus mrazené maliny z Polska

2005 Rusko (> 500 osob) virus hepatitidy A pivo (voda vyuzita k ptiprave)

(zdroj: URL 21, upraveno)

Diagnostikou a sledovanim virGi v potravinach se v ramci Ceské republiky zabyva napt.
Vyzkumny tUstav veterinarniho lékafstvi v Brn€ (oddé€leni Bezpecnosti potravin a krmiv).
Aktualni informace o kontaminaci jednotlivych potravin ¢i napt. o pfitomnosti n€kterych virt
Vv potravinach zprostiedkovava Systém rychlého varovani pro potraviny a krmiva
(angl. Rapid Alert System for Food and Feed — RASFF), v némz mizeme najit i seznam
jednotlivych rizikovych potravin, v nichz byly zji$tény dané viry, toxiny nebo jina
mikrobialni kontaminace.

Mezi dal$i organizace, zabyvajici se kontrolou bezpecnosti potravin, patii European Food
Safety Authority (EFSA), jez vydava upozornéni o jiz existujicich i novych rizicich
U potravin. Tato upozornéni jsou zdrojem informaci pro tviirce evropskych ptedpist, pravidel
a strategii, a tak pomahaji chranit spotiebitele pied riziky v potravinovém fetézci. Cinnost
ufadu zahrnuje oblasti jako bezpe¢nost potravin a krmiv, vyZiva, zdravi a dobré Zivotni
podminky zvifat, ochrana rostlin a zdravi rostlin. Ukolem ufadu EFSA je mimo jiné také
shromazd’'ovat védecké idaje a poznatky, poskytovat nezavislé a aktualni védecké informace
k otazkdm bezpecnosti potravin, informovat o svych poznatcich vefejnost, spolupracovat
S jednotlivymi zemémi EU, mezinarodnimi organizacemi a jinymi zainteresovanymi stranami
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a zajiStovanim spolehlivych informaci posilovat divéryhodnost syst¢ému EU monitorujiciho
bezpec¢nost potravin.

V souvislosti s potravinami nesmime zapomenout zminit i dalSi organizace jako Statni
veterinarni spravu CR (SVS), Statni zemédélskou a potravinafskou inspekci (SZPI) ¢i
Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO).

A proc je viastné dileZité sledovat mikrobidlni kontaminaci?

V poslednich letech byl pozorovan celosvétové zvySeny vyskyt alimentarnich onemocnéni
(epidemie, jednotlivé piipady, hospitalizace i smrt) v souvislosti S potravinami. Také se
roz§ifuje distribuce potravin mezi jednotlivymi stity EU, ale i mimo Evropu. VSeobecné
piibyva spotieba ovoce a zeleniny u vSech vékovych kategorii, ale také ptibyva osob se
sniZzenou imunitou.

Jak Ize virové infekci predejit?
e Pouziti kvalitnich a nekontaminovanych surovin.
e Dodrzovani spravné hygienické praxe pii zpracovani surovin/potravin (sklizen, baleni,
osobni hygiena pracovnikit).
Zabranéni manipulace s potravinami infikovanym osobam.
Pouziti provefenych zdroja pitné vody (umyvani ovoce a zeleniny).
Dodrzovani ¢istoty v kuchyni.
Vafeni (teplota v jadie potraviny 100 °C/5 min).
Diuikladna veterinarni prohlidka jate¢nych zvifat.

MraZeni viry nelikviduje, chlazeni prodluiuje jejich pieZivani, okyseleni, tepelné
opracovani pii mirnych teplotach vede pouze kK malému sniZeni poctu virii!

Anti-hepatitis A antibody prevalence

I Lowor very low
Intermediate

Transitional n / /
N (https://www.nathnac.org/pro/factsheets/hep_a.htm)
9

Obrdzek 22: Rozsireni hepatitidy typu A v ramci celého svéta (zdroj: URL 21)
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5.2. Pripadové studie

5.2.1. Pripadova studie 1

V prvni poloviné¢ mésice srpna 2016 probéhl na Ji¢insku détsky tabor pro 29 déti. Na tomto
tabote byla 1 dospéla osoba, ktera t€sn€ po ukonceni tdbora onemocnéla hepatitidou typu A
(HAV). Tato osoba se velice pravdépodobné nakazila v Jihomoravském kraji, kde ma trvalé
bydlisté a kde v soucasné dob¢ probihala epidemie HAV. Virus hepatitidy A je nakazenou
osobou vylucovan stolici jiz 2 tydny pfed prvnimi piiznaky, tato osoba byla tedy po celou

dobu tabora infekcni. Virus hepatitidy A se na taboie rozsitil, nastésti onemocnélo pouze
6 déti.

10000 9 5
9437
9000 8517
8000 7778
68
7000 6639 77
6025
6000 5597
5000
4000 590 3670
3066
3000
2000 6a8
104
1000 52 -
7O 36 2237 132 a5 = 65 29 72 Shea === sl =
o
2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Mvirove strevni HAY EHEV

Obrazek 23: Vyskyt hepatitidy typu A a E v Ceské republice (zdroj: URL 21)

5.2.2. Pfipadova studie 2

V lednu 2018 byl na Krajskou hygienickou stanici (KHS) Kralovéhradeckého kraje nahlasen
hromadny vyskyt zazivacich obtizi u ucastnika lyzatského vycviku ze dvou zékladnich skol,
ktefi byli ubytovani na horském hotelu v Peci pod Snézkou. Prib&éh onemocnéni byl velice
rychly, provdzeny zvracenim, bolestmi bficha a zvySenou teplotou. Z celkového poctu
87 osob se potize objevily u 34 déti a 3 dospélych. Skoly z tohoto diivodu ukonéily pobyt
tentyZ den, kdy situaci nahlasily.

KHS ihned provedla Setfeni na misté. V hotelu byla nastavena protiepidemickd opatfeni —
zvySeny uklid za pouziti dezinfekce s virucidnim (viry likvidujicim) ucinkem, dikladné
vyvétrani objektu, pravidla manipulace s pradlem, dezinfekce pradla, provedeni dezinfekce
veskerych prostor, podlah, umyvaren, WC, jidelny, pokojii, nabytku, veskerych dotykovych
ploch, dezinfekce veskerého nadobi a pomticek po prob&hlém turnusu, atd.

V nasledujicim tydnu obdrzela KHS informace o vyskytu zazivacich potizi u studentd
gymnazia, ktefi byli v tomto rekreacnim zafizeni Vv inkriminované dobé také na lyZatském
kurzu. Celkovy pocet ti¢astnikti lyZaiského kurzu byl 80 studentti a 8 osob doprovodu. Béhem
kurzu mélo obtize celkem 18 studentl. Opét byl prib&h onemocnéni velice rychly, provazeny
zejména zvracenim. Mimo lyZafsky kurz bylo v zafizeni ubytovano jesté dalSich 28 osob,
z nichZ nikdo potiZe neudaval.

KHS béhem 2 tydnl v rdmci svych Setfeni odebrala na hotelu fadu vzorkd (voda, pokrmy,
biologicky material). VétSina analyz byla z hlediska pfitomnosti patogennich bakterii ¢i vira
negativni. Z biologického materidlu se vSak potvrdilo podezieni na virovou infekci, konkrétné
byly ve vzorcich zjistény noroviry. V takovych pfipadech nemocny viry vylucuje stolici
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a Vv pripadé zvraceni vznika infekcni aerosol. K ndkaze druhé osoby tak muze dochazet
I pifimym vdechnutim tohoto aerosolu, zejména vSak pozitim virt. Zasadni je proto osobni
hygiena zejména po pouziti WC a pied jidlem. Noroviry jsou schopny ptezivat urcitou dobu
I na pfedmétech a povrSich. Charakteristicka je u nich zejména opravdu vysoka nakazlivost
pii pfenosu z ¢loveka na ¢loveka.

V ramci svych Setfeni KHS postupné ziskala dalsi informace i z obdobi pied nahlasenim
prvniho piipadu. Ukazalo se, Ze zdravotni obtize daného charakteru méla v tomto hotelu fada
dalsich osob i predtim. KHS provedla také dalsi Setfeni tykajici se priibéhu zotavovacich akci
konanych také v okolnich ubytovacich zafizenich. Pribeh akci v téchto zafizenich byl po
strance zdravotni klidny.

5.2.3. Pfipadova studie 3

V Cervnu 2014 byly v Liberci hospitalizovany dvé ucitelky z Doks. Ob¢ pacientky uvedly, ze
konzumovaly syrové kozi mléko. Krajskd hygienickd stanice Libereckého kraje pozadala
0 soucinnost pii doSetfovani krajskou veterinarni spravu. Bylo zjisténo, Ze kozi mléko koupily
od soukromé chovatelky. Chov byl sice registrovan, ale nemél souhlas Krajské veterinarni
spravy pro Liberecky kraj pro prodej syrového mlékarensky neoSetteného mléka piimo
spotiebiteli.

Krajska veterindrni sprava vydala okamzity zakaz uvadéni mléka do ob¢hu a zakaz ptfesunu
koz. Veterinarni inspektoii odebrali vzorky k wvySetfeni, virus klistové encefalitidy byl
v mléce prokazan, a proto byla vyddna mimotfadna veterinarni opatfeni, v ramci kterych bylo
nafizeno, Ze pozitivni zvifata mohou byt porazena v hospodafstvi a maso musi byt dikladné
tepelné opracovano (miniméalne¢ 70 °C po dobu 10 minut) a smi byt zpracovano pouze
vV domacnosti chovatele. Mléko od pozitivnich zvifat miize chovatel pouzit pro vlastni
spotfebu jen po tepelném oSetfeni (minimalné¢ 72 °C po dobu 15 sekund). Soucasné bylo
zahajeno spravni fizeni o pokuté pro poruseni § 27 odst. 1 pismeno €) veterinarniho zékona.

Pozivani syrového, tepelné¢ neoSetfeného, zejména koziho mléka je riskantni, pfedev§im
S ohledem na riziko onemocnéni klistovou encefalitidou. Jde o produkt prvovyroby, a proto
podle veterinarni legislativy musi byt spotiebitel pfi ndkupu na viditelném misté upozornén
»Syrové mléko, pred pouzitim pievafit“. Osoby, které jsou ockovany proti klistové
encefalitid€, ohroZeny nejsou.

5.2.4. Pripadova studie 4

Na Slovensku probéhla v roce 2016 lokalni epidemie klistové encefalitidy v KoSicich, kde
bylo zaregistrovano 32 osob, u nichZz se potvrdila ndkaza klistovou encefalitidou po
konzumaci ov¢ich syrt. VétSina nemocnych byla hospitalizovana (27 osob), u 5 osob
probéhla lécba ambulantné. DalSich sedm ptfipadt hlasila Banska Bystrica, kde jako
pravdépodobné ohnisko nakazy bylo vytipovano nékolik salasi. Pocet ptipadi nebyl
definitivni, protoZe inkuba¢ni doba onemocnéni je obvykle 7 — 14 dni (rozpéti 2 — 28 dni).

Hlavni veterinarni 1ékai Slovenské republiky nafidil mimofadné nouzové opatieni, vzhledem
k vaznému nebezpeci pro zdravi lidi, které tato zoon6za predstavuje na zaklade § 6 odst. 5
pism. a) druhy bod a § 34 odst. 1 pism. b) zdkona €. 39/2007 o veterinarni starostlivosti ve
znéni pozd¢jSich predpisi. VSem chovatelim ovci a koz na pastvé, ktefi doddvaji na trh
nepasterizované, tepeln€ neopracované, syrové ovci a kozi mléko uréené pro ptimou lidskou
spotfebu nebo ho zpracovavaji nebo dodévaji na vyrobky vyrobené ze syrového ov¢iho nebo
koziho mléka, jejichZz vyrobni proces nezahrnuje tepelné oSetfeni pasterizaci, bylo natfizeno
neuvadét na trh syrové ovEi nebo kozi mléko a vyrobky z ného bez pasterizace podle Prilohy
I, oddil IX, kapitola II, bod II pism. a) nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
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¢. 853/2004, kterym se ustanovuji zvlastni hygienické predpisy pro potraviny zivocisného
puvodu v platném znéni, pokud se v ufedné¢ odebraném vzorku potvrdi laboratornim
vysetienim piitomnost RNA viru klistové encefalitidy.

Regiondlni veterindrni a potravinové spravy ve Slovenské republice bezodkladné vykonaly
ufedni odbér bazénovych vzorkl syrového ovciho a koziho mléka na dikaz pfitomnosti viru
klistové encefalitidy metodou PCR v chovech, kde byla produkce mléka uréena na vyrobu
mlécnych vyrobkii vyrobenych z nepasterizovaného mléka. Vzorky byly vySetfeny ve
Veterinarnim a potravinovém ustavu Dolny Kubin.

5.2.5. Pfipadova studie 5

V roce 2012 byl ro¢ni chlapec odeslan k hospitalizaci na détské oddéleni Nemocnice Jihlava
pro akutni gastroenteritidu s pocate¢ni dehydrataci. Chlapec rdno 3x zvracel a mél cetné
stolice. Odpoledne u chlapce doSlo k promodrani kize, zvySeni tepové frekvence
a zrychlenému dychani, periferni mista téla byla chladna. Chlapec byl pfelozen na jednotku
intenzivni péce. Po zaventilovani se zklidnila tepova frekvence a nasledné doslo k mirnému
ustupu cyandzy. Po n€kolika minutach nastala nahle fibrilace komor. Dité bylo resuscitovano,
avsak po 20 minutach zemfelo.

Epidemiologické Setfeni prokézalo, ze 3 dny pted hospitalizaci bylo dité s rodi¢i v Mad’arsku
v termalnich laznich a den pfed hospitalizaci jedlo kufeci maso. Proti rotavirim nebylo
ockovano.

5.2.6. Pfipadova studie 6

V tomto piipadu se jedna o zdravé batole, chlapce, ve v€ku 2,5 let. Chlapec nenavstévoval
koletiv, mél dva starSi sourozence. Jako prvni piiznak onemocnéni se u chlapce projevilo
zvraceni. Den poté piibyly dal§i pfiznaky — nadymani, subfebrilie, a nasledné v noci
opakovana prijmova vodnata stolice, 1x za noc i zvracel a celkové za noc vypil asi 1 litr
tekutin. Rano mél chlapec teplotu 38,5 °C, byl mu podan Nurofen. U chlapce se zacaly
rozvijet dalsi ptiznaky — motoricky neklid, apatie, ztrata v€domi, zéastava dychdni. Rodice
okamzit€ zavolali zachranku, ale bohuZel se chlapce nepodatilo resuscitovat a zemfel.

Po epidemiologickém Setfeni bylo zjisténo, ze postupné v rodin€ onemocnély vSechny déti.
Jako prvni onemocnéla dcera, u které byly diagnostikovany rotaviry a chiipka typu B. Jako
druhy onemocnél star$i syn (suchy kasel, horecka, bolesti bticha). V jeho pfipadé bylo
vySetieni na rotaviry negativni, ale byla mu diagnostikovana chiipka typu B. Nakonec
onemocnél jiz zminény mladsi syn.

Pfi soudni pitvé byla u chlapce stanovena pfi¢ina smrti — otok mozku pii hypertonické
dehydrataci po rotavirové gastroenteritidé. Ve stolici byla metodou ELISA prokdzana
pfitomnost rotavirového antigenu.

Rotavirus je nejcastéjSim pivodcem aktutnich prijmid, zplisobuje rotavirovou
gastroenteritidu. Az 95 % déti je infikovano rotaviry do veéku 5-ti let, pficemz nejvyssi
incidence je mezi 7. — 15. mésicem Zivota. Virus se prenasi oro-fekaln¢, infekénim aerosolem,
ale také kontaminovanymi pfedméty. Velmi rychle se §ifi v uzavienych kolektivech jako jsou
matefské Skolky. K infekci staci velmi mald infek¢éni davka a inkubac¢ni doba je do 48 h.
Vzhledem k tomu, Ze virus napada piedev§im malé déti, hrozi riziko rychlé dehydratace.
V letech 2002 — 2010 bylo v Ceské republice prokizano 8 umrti na rotavirovou infekci,
jednalo se o 3 kojence a 5 seniord.
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5.2.7. Pripadova studie 7

V kvétnu a Cervnu 2015 probéhla epidemie akutni norovirové gastroenteritidy u obyvatel
lokality Praha 6 — Dejvice a Bubene¢. Epidemii piedchazely planované opravy vodovodniho
fadu zasobujiciho tuto oblast. Dle kvalifikovaného odhadu provedeného na zakladé
dotaznikového vyzkumu u 3 000 respondentt bydlicich v této oblasti onemocnélo piiblizné
10 304 osob (cca 32,2 %) z celkového poctu 32 000 obyvatel. Dle vysledkt internetového
dotaznikového Setfeni u 2 670 respondentli, tj. zaméstnanci a studentl vysokych Skol
a dalsich velkych organizaci umisténych v této oblasti, onemocnélo 10 848 osob (cca 33,9 %).

Na zakladé vyse uvedeného Ize predpokladat, ze pocet nemocnych se pohyboval na hranici
10 000 az 11 000 osob. Pomoci elektronového mikroskopu se podafilo objasnit etiologicka
agens ze vzorkli odebranych od 8 postizenych osob (zvratky a stolice) a 4 vzorkti vody
odebranych ze sit¢ v zasazené oblasti Dejvic. Noroviry byly prokazany jak v biologickém
materialu, tak v pitné vodé. Klinicky pribéh onemocnéni byl u vétSiny nemocnych lehky,
charakterizovany pfevazné prijmem se zvracenim, v ojedinélych piipadech zvySenou
teplotou. Hospitalizovano bylo 32 osob. Klinické obtize ptretrvavaly 1 az 3 dny, vyjimecné
déle. Nikdo v pribéhu epidemického vyskytu nezemfel.
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