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1. UVOD

,V eédecka prace je nasi jedinou cestou
k poznani okolni reality.”
Sigmund Freud

Virus, slovo latinsky znamenajici jed, oZope nazev pra@astice, o kterych se vedou
spory, zda-li je 1ze povazovat za Zivy organisnfa lidské oko se staly viry viditelné az
s objevem elektronového mikroskopu, dilkgmuz se zjistilo, Ze vynikaji nejrozmagjgimi
geometrickymi tvary.

Prestoze viry obsahuji vlastni genetickou informaciukleovou kyselinu, chr&nou
bilkovinnym obalem (kapsidou), nejsou schopné s#ahos existence bez hostitelskéiky
Ozna&ujeme je tedy za intracelularni parazity, ovSemusgitomnosti hostitelskou Hkiku
neposkozuji, virus pouze vyuziva metabolismusikpupro své vlastni pétby a bez
hostitelské biiky neni schopen vlastni reprodukce.

Vzhledem k mnoZzstvi aiznorodosti vit je Ize rozdlit podle nejaznéjSich kriterii-
nag. podle druhu nukleové kyseliny, podle druhu hedit podle zfisobu replikace aj.
Jednim z dalSich kritérii je apob enosu viru do hostitelského organismu. RozliSujeme
viry ptenosné kapénkovou infekci, potravinathivodou, gimym kontaktem s infikovanou
krvi a v neposlednirad pienos krev sajicimiclenovci (nefasgji se jedna o komary
a kli¥ata). Pro takoveé viry pouzivame termin arboviryntdetermin je odvozen ieckého
arthropodos <€lenovec a z anglického slovesného tvaru born -mese

V naSich geografickych podminkach je nejvyzn&$im arbovirem virus kli%ve
encefalitidy, ktery napada stal€tsi paet pacieni. Vzhledem k zavaznosti onemeon,
které virus zfisobuje, je nutné dit co nejdive spravnou diagnézu kiidvé encefalitidy.

Prednetem této prace je porovnatkieré z dostupnych metodipravy templétu pro
RT-PCR a real-time PCR. Ukazuje se totiz, Zéspp izolace ma nezanedbatelnou roli
v diagnostické praxi vzhledem ke ztratam virové RbéAem jejich procedury. To fiie vést

az k faleSa negativnimu vysledku a tim padem k chybné diagmpéoéenta.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Virus klistové encefalitidy

Virus klisové encefalitidy (dale KE) jedpodcem vaznéeho onemasn — kli¥ove
encefalitidy, postihujiciho centralni nervovou daus. Tato arbovirovd zoondza creé
postihuje po celém &t n¢kolik tisica pacient, pricemZ rekteré gipady infekce mohou
kor¢it i smrti. Onemocéni miZe probihat od symptomatické infekce az aixé encefalitidy
(Gritsunet al.,2003).

Prvni medicinsky popis chorobyiail roku 1931 H. Schneider, ktery ji pojmenoval
~Epidemische akute Meningitis serosa“ (Schneid®31). Ale otazka ficiny a penasée
choroby Zstavala stale nevgSena. K objasmi priciny a penasSée doslo roku 1937
v Rusku, kde &dci izolovali virus ztlovéka, mysi a kligite (Zilber, 1939). V Evrop byl
virus poprvé izolovan v roce 1948Geskoslovensku F. Galliem (RampetsGallia, 1949).
Nasledr se prokézalo, Ze onemaen (virus) se vyskytuje skoro ve vSech evropskyéltesh
a pozdji i na severuCiny a v severnim Japonsku (Hayasaiaal.1999). Poté vyzkum
onemocgni a viru pokraoval a studie se v prvni ragoustedily na vys¥tleni cyklu viru
v prirodé mezi jeho hlavnimi vektory - kifaty Ixodes ricinusa Ixodes persulcatua jejich
hostiteli - obratlovci. \tsina z &chto studii byla provésa v Rusku,Ceskoslovensku

a Rakousku.

Virus KE fadime do komplexu \ir klistové encefalitidy,éeled” Flaviviridae, rod
Flavivirus. (Thiel et al., 2005). V rdmci roduFlavivirus nachazime dalSich t&m80 viri.
Zhruba polovina z nich je povazovana za lid&kgvireci patogeny — zejména se jednarnap
o virus Zluté zimnice, virus dengue a virus jap@nskcefalitidy. Flaviviry |ze it podle
vektora genosu. RozliSujeme viryipnosné komary, kifaty a dale viry, pro které neni
vektor grenosu znam (Calishet Gould, 2003).

Virus kli¥ové encefalitidy pat, stejré jako ostatni flaviviry, k obalenym vim.
Nukleokapsida viru obsahuje jede@zcovou RNA pozitivni polarity o délceiplizné 11 kb.
Hlavni ¢ast virového genomu (cca 90%) fvgediny oteweny ¢teci ramec (ORF - open

reading frame), kédujici polyprotein, zhruba o kediti 3400 aminokyselin. Polyprotein je



nasledg virovymi a burg¢nymi proteazami na N-konci kotran&hg a posttranstané S€pen
na i strukturni proteiny a sedm protéimestrukturnich. Kapsidovy protein C (capsid)ifvo
spolu s virovou RNA nukleokapsidu. Povrchovy protEi (envelope) interaguje s kignymi
receptory a zprostdkovava tak splynuti virové a biimé membrany a v séich hostitelich
navozuje virus-neutralizai protilatky, které hraji wezitou roli v ustanoveni obranné
imunitni odpo¥di. Tento protein fedstavuje hlavni antigenni determinantu vSech \lavi
(Heinz et al., 2000). Membranovy protein M (membrane) vznik& ekprzorového proteinu
prM béhem pueni virionu z biky (Murphy, 1980). Na C-konci &bi proteazy polyprotein
na 7 nestrukturnich protéinNS — nonstructural) NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4/A548,
NS5. Genom viru ma na obou koncich netranslatowdesti (UTR — untranslated region)
(Chambers et Rice, 1987; Lindenbachet Rice, 2003). 5 UTR &sSinou nese
metylguanosinovodepicku a vytvéi charakteristickou sekundarni strukturu, kterdiezita
pii genomové amplifikaci a translaci (Gritswt al., 1997). 3’UTR obsahuje uiznych

flavirira razné dlouhé konzervované sekvence.

Struktura genomu flavivird

{(~11 Kb)
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Obr. 1. Genom flavivifi (McMinn, 1997 — upraveno)



Na zéklad srovnavaci sekveéni analyzy hlavniho obalového proteinu Ezmych kmei
viru KE byl virus rozdlen na ti subtypy (Eckeet al.,1999):

e Subtyp 1 — evropsky subtyp, zahrnujici prototypéwyen Neudoefl a dalSi kmeny
izolované vCeské republice, Rakousku,éiecku, Ma’arsku, Svycarsku, Francii,
Slovinsku, Chorvatsku, FinskugB®rusku a v evropskéasti Ruska

e Subtyp 2 — subtyp Dalny vychod, jehoZz prototypowviiek je kmen Sofjin a dalSi
kmeny pochézejici z vychodu Ruskdny, Japonska, Litvy a Ukrajiny

e Subtyp 3 — silisky subtyp, do ¢hoz zaazujeme kmeny Aina a Vasilchenko,

vyskytujici se v asijské&asti Ruska

Nekteré literarni pramenyadi mezi virus KE téz virus vrtivky (angl. Loupinly virus),
vyskytujici se jako jediny flavivirus ve Velké Biitii (Grard et al., 2007). Jergnaseny
klistétemIxodes ricinusa zpisobuje smrtelné encefalomyelitidy u ovci (Gritstral, 2003).

VSechny subtypy jsou si antigennelmi blizce pibuzné (GreSikové&t Kaluzova,
1997). AvSak silisky subtyp je viceifbuzny k suptypu Dalny vychod neZli k evropskému
subtypu (Eckeet al. 1999).

Subtypy kligové encefalitidy se vzajeranisi nejenom klinickymi piznaky, ale i
zavaznosti onemoeni, které zfisobuji. Subtyp Dalny vychod #pobuje ¢zké formy poruch
CNS se sklonem k rozvinuti meningoencefalitidy n@latyencefalitidy,casto doprovazené
ztratou ¥domi. V rekterych gipadech mze dochazet k hemiparézeéag¢t&éné ochrnuti
poloviny ®la) ¢i hemiplegii (celkové ochrnuti¢ha). Béhem rekonvalescence pacienti trpi
dlouhodobymi pocity Uunavy. U velmiikych gipadi dochazi k vyznamnému posSkozeni
neuror v raiznychc¢astech mozku a michy (Gritsun et al., 2003).¢tJ @ onemoc#ni vice
zavazné nez u dodlygch (Votiakovet al.,1978). Procento umrtnosti se liSitznych zdrojich
literatury a pohybuje se v rozsahu 5-35% (Donosatkkset al., 2007), jina literatura uvadi
20-60% (Gritsuret al., 2003). Pro silisky subtyp je charakteristicka mepavazgjSi akutni
faze acasta je neparalyticka ha@mata forma. Hpady umrti vzach pievysuji 1-3%. Tento
subtyp ma tendenci rozvinout se v chronickou forkit (Gritsunet al., 2003). Evropsky
subtyp je typicky svym dvoufdzovym uiéhem. Pro prvni (viremickou) fazi jsou
charakteristické fiznaky podobné dipce, které se objevuji tekareé - ndhlé zvySeni teploty

(38-39°C), nevolnost doprovazena zvracenim a célkshabost (GreSikovét Kaluzova,



1997). Bhem této faze nejsou zjevné Zzadné znamky poSkdZdl8. Poté nasleduje 2
az 10denni obdobi, kdy se zvySena teplota vrad@rinaélu a zcela vymizi ostatnfipnaky.
Asi u fretiny infikovanych se infekce projevi az druhou ifdanemocgni. Ta je
charakterizovana hatkou o 1-2 °C vySSi nez v prvni fazi. V této faznygiz zjevné piznaky
meningitidy ¢i meningoencefalitidy (bolesti hlavy, zvraceni, lgvg tres, poruchy spanku a
soustedini (Gritsun et al., 2003). Ve srovnani se subtypem DAalny vychod jeskioé
evropskym subtypem obvykle méai a tSinou bez nasledk Onemoc#ani byva u dti
mirngjSi nez u dosflych, zvlasé t¢Zzce probiha u osob starSich 60 letipRdy umrti se
pohybuji v rozsahu 1-2 % (Burlet Monath, 2001, Dumpist al.,1999, Gritsuret al.,2003).
K onemocgni zpisobené virem vrtivky dochazidovéka pouze vzaeh Vétsinou

se jedna o laboratorni personal pracujici s tinmenv. Klinicky obraz nemoci élovéka je
velmi podobny klinickému obrazu Evropského subtyol. Obvykle dochazi k dplnému

zotaveni pacieit(Gritsunet al.,2003).

Virus se dostava dé&la hostitele Bhem sani infikovanym kli&tem. V mis¢ vstupu
(neicastji kuze) se virus replikuje a poté je transportovan g¥pedobré Langerhansovymi
bunkami (dendritické bioky imunitniho systému) do spadovych lymfatickych liuz
(Chamberset Diamond, 2003). Zde dochazi k dalSi replikaci \ark jeho &eni lymfatickym
systémem do krve. Nasletluirus napada organy retikulo-endotelové soustalgzina, jatra,
kostni den), coz vede k primarni viremické fazi, ktera je jgp@a s prvnimi fiznaky
onemocgni. Poté nastava sekundarni viremicka fagben niz virus napada CNS a jsou jiz
zjevné zndmky neurologického poskozeni (Haglen@iinther, 2003). Mechanismus, kterym
virus naruSi hematoencefalitickou bariéru neni dasuam (McMinn, 1997). Pra¥dodobr
by se mohlo jednat o transcytdzu, pasivni difGzagidndet Gunther, 2003)¢i cestou pes

gichovy nerv (Avzé-Zupancetal., 1995).

Epidemiologie KE je Uzce spjata s biologii a ekldlistat. Pro¢lovéka je vysoka
pravdpodobnost nakazy virem kfidvé encefalitidy v lesich s hustou vegetaci, kdeygoka
relativni vihkost vzduchu a pro kita proto idealni prasdi. V @girode se virus udrzuje
v cyklu zahrnujici penaSée - kli¥ata a hostitele §rozeny rezervoar) - mali obratlovci,
zejména hlodavci. Kligtse miZe infikovat v kterémkoli stadiu vyvoje (larva, nfamimago)
sanim krve infikovaného hostitele nebo dochazitdngseni viru z matky na potomstvo
(Danielovaet Holubova, 1991). Nové poznatky prokazaly, Zet&npsu viru KE mze dojit

pii spol&ném sani kligat (co-feeding) i kdyz hostitel, naémz saji, nema prokazatelnou



viremii (Labudaet al, 1993). Akoli jina zvitata, jako nap ptaci, vysoka z, korg a kravy,
také slouzi jako hostitelé viru, prédgmos viru v pirodk maji Zejm¢ mensi vyznam (Gritsun
et al, 2003).

Ixodes ricinusje dominantni druh kliste v Evrog a je to epidemiologicky
nejdilezit¢jSi vektor pro evropsky subtyp viru KE a viru vRix Aktivita tohoto druhu je
v obdobi kéten<erven a z#é-tijen. Subtyp Dalny vychod a Sibjsou genaseny hlavh
klistéetem druhulxodes persulcatysktery tvai 80-97% vSech druhklistat na Urale, Silsi
a ve vychodnich oblastech Ruska. V severni Bvibgchazi k pekryti €chto dvou druh
(Golovljova et. al., 2004) DalSi mozna nakazsovéka virem KE je cestou konzumace
nepasterizovaného koziho mléka. Experimestabylo prokazano, Ze virus kiigvé
encefalitidy niize byt izolovan z koziho mléka a virugepiva i v fiznych mi€nych
vyrobcich, jako jogurty, syry, maslo (Popetivanova, 1968; Gritsuat al.,2003;). K infekci
virem kli¥ové encefalitidy mze dojit téZ i vdechnuti kontaminovaného aerosolu,

nag. v laboratéich, pravépodobré piescichovy nerv (Avss-Zupancet al.1995).

Tab.1: Shrnuti jednotlivych subtypviru klistové encefalitidy (Gritsuret al., 2003; Charrel
et al, 2004; Guntheet al.,2005)

Subtypy HI. vektor Vyskyt Pribéh Trvalé Umrtnost
onemocréni | nasledky (%)
EVROPSKY | I. ricinus Evropa dvoufazovy nejsatasté 1-2
DALNY I. persulcatus | asijskacast jednofazovy vzach 5-60
VYCHOD Ruska, Pobaltské
republiky
SIBIRSKY I. persulcatus | Ural, Sibk, castens ¢asté, sklon 1-3
severni Evropa | dvoufazovy k chronicig

Pro onemocini KE zatim neexistuje éinnéd I&ba. Pacienti jsou ipvazri léceni
symptomaticky (podavani vitamininfuze, klid na @iZzku). Nezbytna rekonvalescence trva
4 a7z 6 tydd a i poté se pacient musi vyvarovat po dobkiohka mesiai veétsSi fyzickeé
i psychickeé zate (Gritsun et al., 2003).

Nej&inngjSi obranou fed KE stéle éstava aktivni imunizace.V sdasnosti se
vyuZziva inaktivované vakciny FSME-IMMUN produkovanfirmou Baxter. DalSi dostupnou
vakcinou je Encepurémecké firmy Behringwerke AG, ktera je uzivanackavani kojena
a ckti. V Rakousku se podio vyrazre snizit gipady onemoaimi KE diky inaktivované
vakcirt FSME-IMMUN (Suss, 2003, Barrett al.,2003.



2.2 Diagnostika kli’ové encefalitidy

Stanoveni diagnozy KE je leckdy slozita zalezZitesledem k rozdilnému fib¢hu
onemocgni. Proto je nutné stanovit diagnézu na zaklathoratornich tegt
V souwasnosti existuji 2 rozdilnétigtupy stanoveni diagnézy KE (Donoso Mantkeal.,
2007):
1. ptfimy prikaz viru nebo virové RNA dhem pgateni (viremické) faze infekce,
negastji pomoci izolace viru z buwtné kultury nebo metodou RT-PCR
2. nepimy prikaz virow specifickych protilatek sérologickymi metodamikyeni jsou
ELISA, IFA, virus-neutralizéni test

U pacient, u kterych je poddéeni na KE se néasgji provadi vyseteni krve a
mozkomisniho moku. VyS@ni pomoci magnetické resonance &ifadové tomografie
piinasi pouze omezené vysledky a pro diagnostiku i mensi vyznam (Holzmann, 2003).

Pfi lumbalni punkci lze obvykle prokazat zvySeny oligbni tlak. Nasledny
cytologicky a biochemicky rozbor mozkomisniho maasto odhali mirhzvySenou hladinu
proteini a pleocytozu (zmnoZeni bek) 100-300 budk/ul). Konkrétre se jedna
o lymfocytézu s pevahou neutrofil, ktera obvykle fetrvava 3-6 tyda, nékdy ale i po dobu
3-4 mesial. Hladina glukézy byva wthto gipadech normalni. Problém stanim diagndzy
muZe nastat vippad provedeni lumbalni punkce velmi brzy pasatiku onemoceni, protoze
nasledny rozbor mozkomisniho mokasto @inasi normalni nalezy. Co secéy vySeteni
vSech pota krevnich bugk, mize ¢asto dochazet k odhaleni lymfocytozy — zejménazderg
o neutrofily. Zvlag je tomu tak na p@tku onemoc#ni acasto jsou tyto hladiny vySSi jak
15 000 x 1& | (Dumpiset al,1999). V sotiasnosti jsou také z@msné rysy infekce virem KE
povazovany trombocytopenie a abnormalni hladirgrjgch enzyrm (Lotric, 1995).

Nejcastji je laboratorni diagnostika KE zaloZena na zaklpdikazu specifickych
IgM a IgG protilatek proti viru KE v séru nebo v mk@mmiSnim moku sérologickymi
metodami. Nejvice uZivana je metoda ELISA. IgM ity proti viru KE lze obvykle
prokazovat na zatku druhé faze onemadm, picemz nejvyssSich hodnot dosahuji po 2-6
tydnech. IgM protilatky mohou byt téZz prokazanyekolik mésial po prodlané infekci,
zatimco IgG protilatky fetrvavaji cely Zivot a zpragtdkovavaji imunitu chraniciied
reinfekci. Specifické IgM protilatky v séru jsoufritomny u 97% pacieft ale chybi
u pacient po pasivni imunizaci (Holzmann, 2003). Krepiitomnosti specifickych IgM



a IgG protilatek je dalSi moznosti pro stanovemigddzy KE piikaz intratekalni produkce
specifickych protilatek v mozkomisnim moku, kteréoy zde detekovany wisledku
poSkozeni hematoencefalitické bariéry (Kaiseral., 2000). Lokalni syntéza intratekalnich
protilatek obvykle koreluje s hladinou protilatekséru (Dumpiset al., 1999). Protilatky
v mozkomisnim moku se mohou brzy poc@iktu nemoci nalézat pouze u 50% padient
avSak 10. den onemadm jsou jiz intratekalni protilatky detekovany ueeh pacierit
(Holzmann, 2003).

Dulezité je n@asovani dchto sérologickych te&t hlavre v pripadech, kdy se
onemocgni objevi bez p&ateeni hor&naté faze a protilatky nelze detekovat a jsou
detekované az po#jl Proto se v dchto gipadech dopokiuje testy opakovat 1 tyden po
pocatku horénaté faze nemoci (Dumpist al, 1999). OvSem nevyhoda diagnostiky KE
pomoci sérologickych metod tkvi v tom, Ze virus jeEantigens blizce gibuzny v ramci E
proteinu s ostatnimi flaviviry, které @apobuji onemoani u¢lovéka. Proto nize dochazet ke
zkiizenym reakcim protilatek indukovanych jinou flavdwou infekci — & uz se jedna o virus
dengue, vakcinaci proti viru Zluté zimni¢e japonské encefalitid V sowasnosti v Evrop
tento problém nabird nadl@zitosti a to hlavé diky vziistajici popularit cestovani do
tropickych a subtropickych oblasti, ve kterych seirgné flaviviry objevuji. Také nasta
pocet vakcinovanych osob proti Zluté zimnici a japanskcefalitid. V téchto gipadech je
proto nutné proveést virus-neutraléra test, ktery bd potvrdi nebo vyvréati pozitivni vysledek
z ELISA testu (Dumpis et al., 1999).

DalSi problém skyta metoda ELISA vtom, ze&ktera séra obsahuji revmatoidni
faktor, coz jsou autoprotilatky nafené proti vlastnim imunoglobufim. Tato séra proto
mohou olas davat fale&npozitivni vysledek. Frekvence revmatoidniho faktempopulaci je
cca 3%. K pipadim stanoveni chybné diagnézy na zaklgatitomnosti revmatoidniho
faktoru dochazi u pra&v probihajici KE, protoZze revmatoidni faktor ma vipouze na
protilatky typu IgM, které se formuji na g@tku onemoceni, ale vliv na IgG jiz nema. Proto
je u pipadi, kdy jsou séra pozitivni na IgM protilatky, ale nea 1gG, vysoka
pravdépodobnost fale&n pozitivniho vysledku diky revmatoidnimu faktorurofmze séra
pacienti s diagn6zou KE testovana nacptku onemocEni jsou pozitivni jak na protilatky
IgM, tak i na IgG (Hofmanet al.,1978).

V poslednich letech dochazi k rozvinuti molekuldnnimetod pro weni spravné
diagn6zy KE. Jednou Zdhto metod je RT-PCR. Tato velmi citlivd metoda dmge detekci
virové RNA na zaklagl amplifikace specifického Useku genomu za pouzitgehow

specifickych oligonukleotidovych primér RT-PCR je usgsre vyuzivana pro detekci RNA



KE v epidemiologii infeknich kli¥’at a @i vySetovani viremie u zv¥ecich hostitel.V téchto
piipadech se vyuziva primer 5 nekddujcici oblasti a 5 terminalni oblasti lpci C protein,
které jsou vysoce konzervované (Ramettival.1993; Whitbyet al.,1993). Metoda RT-PCR
se ukazala jako velice uzitea i rozliSeni zastupc jednotlivych subtyp KE, a to na
zaklad unikatni kombinace oligonukleotidovych priniezacilenych na subtyp®éspecificke
oblasti proteinu E (RZeket al, 2007). RT-PCR takeé jako rychla a citlivA metodge Ezn¢
nahradit klasickou metodu izolace viru pomoci inake do mozk novorozenych mysek

a tim omezuje pouziti experim@nba zvfatech (Puchhammer-Stocit al.1995). RT-PCR
muze prokazat viro¥ specifickou RNA s det&kim limitem 100-1000 kopii v sérwehem
prvni (viremické) faze nemoci, prasyabdobré jeS€ pred objevenim specifickych protilatek
proti KE. Vzorky mozkomiSniho moku odebrané §gited objevenim specifickych protilatek
se ukazuji jako nevhodné pro molekularni diagnagpdmoci RT-PCR (Saskidd al., 2005)

U vzacnych smrtelnychifpadi KE je mozné virus posmrindetekovatci izolovat
pomoci RT-PCR z mozkti jinych organi (Tomazg et al.,1997).

Metoda real-time RT-PCR jako dal$i z metod molekiladiagnostiky, ktera je
schopna detekovat a kvantifikovat virovou RNA. Ein real-time RT-PCR sgiva
v reverzni transkripci nasledovanou PCR amplifikaei vyuZziti nap dvojitt znaené
TagMan sondy, ktera obsahuje na 5°konci fluoresterz&ic (reporter) a na 3’konci
fluorescekini zhasé (quancher). Bhem PCR je TagMan sonda ragina 5-3" nukledzovou
aktivitou TagDNA polymerazy a od§teni z#éice vyusti ve zvySeni fluorescence, ktera je
pitimo angrnd hromadni PCR produkt. Vyhodou real-time RT-PCR je jeji jednoduché
provedeni a mimo jiné i pouziti viiti kontroly Ehem real-time RT-PCR slouzici ke kontrole
vyskytu gipadnych falesh negativnich vysledk Real-time RT-PCR téZz dovoluje detekci
vSech subtyp KE. Detekni limit je pod 10 kopii RNA, z toho tedy vyplyvae jde o velice
citivou metodu. Tento parametr ma velky vyznamgtpte mnozstvi viruiftomnéeho v krvi
muze byt v doB provadhni testu nizsi. Déle Ize tuto metodu &&m vyuzit k detekci RNA
KE v klistatech (Schweigest Cassinotti, 2003; Dyeat al.,2007).

U vaznych pipadi umrti na KE lze virus prokazat v CNS pomoci elekbvé
mikroskopie. V thalamu byly nalezeny partikule drpéru 40 nm. Virové partikule byly také
nalezeny v cytoplasén nervovych bugk v substantia nigra, v modeu a v porusenych
neutrofilech (Mazlét Szanto, 1978).



Tab.2: Shrnuti vyhod a nevyhod sérologickych a molekiilametod pi stanovovani
diagnézy kligové encefalitidy (Donoso Mantlet al.,2007 — upraveno)

Metody Vyhody Nevyhody
SEROLOGICKE Spolehlivé uéeni diagnézy na Béhem 1.viremické faze nelze
zakladt prikazu specifickych detekovat specifické protilatky

protilatek v séru a v mozkomiSnim proti viru kli&ové encefalitidy
moku kEhem druhé faze nemoci
Zkiizena reaktivita protilatek
Komerng dostupné kity blizce gibuznych flavivifi

FaleS® pozitivni vysledky diky
piitomnosti revmatoidniho faktory

MOLEKULARNI Stanoveni ¥asné diagndzy detek¢iBehem 2.faze, kdy se jiz virus
virové RNA hem prvni faze nenachazi v krvi nelze jiz virovou
onemockini RNA detekovat

Uréeni konkrétniho subtypu viru | Skoleny laboratorni personal
klistové encefalitidy a diky tomu
véasné zahajeni vhodn&hby

Moznost kvantifikovat i mala
mnozstvi viru
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Virus

Jako modelovy klinicky vzorek byla pouzita mozkosdspenze mysSi infikovanych
virem KE. Konkrétg se jednalo @esky prototypovy kmen KE Hypr, ktery byl izolovan v
Brné v roce 1953 z krve desetiletého infikovanéhatdit(PospiSil et al., 1954). Virus byl
mnohonasobh pasazovan ies mozky sajicich mySi a uchovan ve féor@0% mozkové
suspenze (w/v).iBsny pdet pasazi neni znamy. Kompletni sekvence genomudidgpr je

uloZena pod fistupovyméislem X75286 v databazi GenBank.

3.2. Metody pFipravy templatu pro RT-PCR a real-time PCR

3.2.1. Purifikace virové RNA pomoci kiplAamp® Viral RNA Mini Ki{ QIAGEN)

Izolace byla provedenagsre podle firemniho protokolu. 20 pl infikované mozkov
suspenze (modelovy vzorek, 3,3%1BFU/mI) bylo v mikrozkumavce smichano s AVL
pufrem obsahujici RNA carrier, ktery zajisti adsmnirové RNA na specialni silikagelovou
membranu v kolonce. Poté nasleduje vymyvani komtami pomoci dvouidznych pufi
AW1 a AW2. Nakonec byla virova RNA eluovana z kddgrpomoci 60 ul eleniho pufru
AVE (RNaze free) do mikrozkumavky a naslédrozena do -70 °C.

3.2.2. Purifikace virové RNA pomoci kiRTP® DNA/RNA Virus Mini kitinvitek)

Izolace byla provedenagsre podle firemniho protokolu. 20 pl infikované mozkov
suspenze byla v mikrozkumavce smichano s vazaciokem. Poté byl vzorek vymyvan
pufry R1 a R2 a nasledrbyla virova RNA eluovana do sterilni mikrozkumavigmoci 60

pl elwniho pufru R. Mikrozkumavka s izolovanou RNA bylazena do — 70 °C.
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3.2.3 Izolace RNA pomoci fenol — chloroformové naste TRI REAGENT™ (Sigma
Aldrich)

Izolace byla provedena podle firemniho protokoB@ ul infikované mozkové
suspenze bylo smichano s TRI REAGENT (jedna serekmé dostupny roztok slozeny
z denaturéniho pufru — obsahujici guanin thyokyanat a fendasledd byl pridan
chloroform a centrifugaci 15mintipl2 000 x g se suspenze reélla na ti faze. Horni vodni
bezbarva faze obsahovala RNA, ktera byla odsataodé mikrozkumavky a precipitovana
pomoci isopropanolu. Poté byl vzorek opakavpromyvan ethanolem, vysusen na vzduchu,

rozpusén v 50 pl vody a nasledmuchovan v -70 °C.

3.2.4. Opracovani vzorku pomoci chelexu

Pro opracovani vzorku byl pouzit pufr Chelex (BioR2helex® 100 Resin). Pufr sdm
o sokt nepurifikuje virovou RNA, ale vytwd komplexy s nez&doucimi inhibitory PCR
reakce.

Byl pouzit 5% roztok Chelexv TE pufru ( 5g Chelexu rozpustit v 95 ml TE pufru
pH 8,0 [10mM Tris.Cl, pH 8,0 a 1 mM EDTA, pH 8,0))znikly roztok byl gidan do 1,5 ml
mikrozkumavek s mozkovou suspenzi — pro optimalipeatokolu bylo zvoleno mnoZzstvi 25
pla 50 pl chelexového roztoku / 20 pul mozkovépsunge. Naslednbyly vzorky inkubovany
po dobu 2, 3, 4 hodinip56 °C. Poté byly vzorky promichany vortexovanimasleds
inkubovany 15 min $ 70 °C. Vzorky byly dale kratce centrifugovany anikly supernantant

byl uloZzen do — 70 °C pro dalSi pouziti pro RT-PCR.

3.3. Dvoukrokova RT-PCR

3.3.1. Reverzni transkripce (RT)
Reverzni transkripce vzorku virové RNA byla proged pomoci kittRevertAid™ H

Minus First Strand cDNA Synthesis KEermentas) fesré podle firemnich instrukci. Byl

pouzit odpovidajici primer E(R) (viz tabulka). & schopen fevést templatovou RNA na
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cDNA vlakno. VyuZzZiva ktomu specid@lngeneticky upravenou reverzni transktiptazu
(Moloney Murine Leukemia Virus reverse transcripjaskterd nema aktivitu RNazy H.
Reakni smés byla dale vyuzita jako templéat pro amplifikachpaci PCR a uchovandip

—70 °C.

3.3.2. PCR

Pro amplifikaci bylo jako templatu pouzito 2 pubkéni smeési piipravené pedchozi
metodou RT. K templatu bylofipano 12,5 pl PPP Master Mix (Top-Bio [2x koncemtany:
150 mM Tris-HCI, pH 8,8, 40 mM (Nh,SQ,, 0,02% Tween 20, 5 mM Mggl400 pM
dATP, 400 uM dCTP, 400 puM dGTP, 400 pM dTTP, 100mUTag-Purple DNA
polymerazy, stabilizatory a aditiva]), po 1 pl odoo primett (viz Tabulka). Reatni snes
byla doplrgna do 20 ul deionizovanou vodou.

Nasledna amplifikace probihala v automatickém &mim cycleru (Master cycler,
Eppendorf) dle nasledujicich podminek: denaturamerbpi 95 °C a 30x opakovany cyklus
sloZzeny z denaturace 301 85 °C, annealing 30 gip48 °C a elongace 1 mirtipr2 °C. Poté
byla teplota udrzovanaipt °C.

Vzniklé produkty byly separovany v 1% agarozovéeiug(1% agardza vITAE
pufru [Ix pracovni roztok: 40 mM Tris—acetat, 2 mM EDTA,; Sf&sobni roztok: 242 g Tris
base,57,1 ml ledové kyseliny octové, 37,2 gN®TA.2H,O, pH 8,5, HO ad 1000 ml]) a
zviditelrény barvivem SYBR Green v 5x loading dye (Molecufaobes). Vzorky byly
naneseny do jamek gelu a byla provedena elektzdo(@00 V, 50 min). Poté byl gel

pozorovan fi osviceni UV z#&enim na transluminatoru Biometra TI3.

Tab: Charakteristika pouzitych primer

Nazev Teplota Pozice

primeru Sekvence annealingu vV genomu
[°C]

E (F) 5- GGG GAC YAC GAG GGT YAC CT -3 48 1409-1429

E (R) 5-CCG TTG GAA GGT GTT CAACT- 3 48 1587-1607
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3.4. Real- time RT-PCR

Reakni smeés pro real-time PCR bylaipravena z 12,5 ul gPCR 2x Master Mix (Top-
Bio [2x koncentrovany: 20 mM Tris-HCI, pH 8,8, 16tM KCI, 0,2% Triton X-100, 3 mM
MgCl,, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 pM dGTP, 400 uM BTBH0 U/ml Tag DNA
polymerazy, 38nM monoklonalni anti-Taq DNA polymeagastabilizatory a aditiva]) po 1 pl
od obou primer (viz Tabulka), 9,4 pl deionozované vody. Ké&in byla gidana
hydrolyzaini dvojits znasena sonda typu TagM&r{Hypr TagMan 5 -AAC GCC ACT AGC
GAC CCT ACA CAA CAG A-3)

Byla vytvaena desitkovaiedici ftada z modelové cDNA kmenu Hypr, jejiz
koncentrace v pdech kopii nebyla znama, ale vysledné hodnoty vxejié z kalibrani
kiivky byly odvozeny z porovnani relativniho g kopii a titru viru v hodnotach PFU.
Jednotlivé vzorky desitkovi@dicitady byly provadny v triplikacich. Podle analyziedicich
fad bylo mozné odvodit koncentrace jednotlivych waor

PCR reakce byla provedena v real-time termocyklBator Gene 3000 (Corbett
Research). Amplifikéni program se skladal z giteini denaturace 7 mintip95 °C a 40
cykla tvorenych prvnim krokem — denaturace 15199 °C a druhy krokem — 50 i1 °C
(nasedani primér a sondy, syntéza novébettzce a hydrolyza sondy). Otk fluorescence
byl provad&n na konci kazdého cyklu.

Vysledky real-time PCR byly zpracovany pomoci wafe Rotor Gene 5.0 (Corbett

Research).
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4. VYSLEDKY

4.1. Optimalizace protokolu pro opracovani vzorku mmoci Chelex® 100 Resin (BioRad)

Pokus o nalezeni vhodné kombinaesovych Useak inkubace a mnozstvi chelexu
za (elem gipravy templatu pro RT-PCR a real-time PCR ukaZbipe. 1 a Tab.1. Je zde
znazorgna analyza jednotlivych vzoikmozkoveé suspenze opracovanyghnym mnozstvim
chelexu v kombinaci s rozdilnou dobou inkubag¢e56 °C - inkubace 2 hodiny s pouZzitim
25 ul a 50 pul, inkubace 3 hodiny s pouzitim 25 gDaul, inkubace 4 hodiny s pouzitim 25 pl
a 50 ul. Z &chto Sesti vzonk byl z hlediska &Ginnosti — tedy s nejvysSim detekovanym
relativnim p@tem kopii virové RNA nejlépe vyhodnocen vzorek 5Qinlelexu / 20 pl
mozkové suspenze inkubovan 2iin 56 °C s naslednou inkubaci 15 mifi pO °C. Z Obr 1.
se jednoznan¢ pro WtSi vykznost jevi coby nejlepSi vyuzitietsiho mnozstvi chelexu.
Stanoveni vhodné kombinacgasovych Usek inkubace a mnozZstvi chelexu pro metodu

opracovani vzorku pomoci chelexu nelze s jistpi@adpowdst.

Tab. 1: Vysledek real-time PCR

No.|Barva  Nézev Ct Zadana konc. (Kopie) zjisténa konc. (Kopie) % Var
1 . konc. A Standard |20,83 1 000 000 1085 703 {8,6%
2 -1A Standard |25,25 100 000 95 382 [4,6%
3 . 2A Standard 29,00 10 000 12 102 (21,0%
4 'R -3A Standard |33,59 1000 969 |3,1%
5 konc. B Standard [20,58 1 000 000 1 245 851 [24,6%
6 . -1B Standard [25,36 100 000 89 685 [10,3%
N | -2B Standard |29,34 10 000 10 054 |0,5%
8 -3B Standard |33,75 1000 884 |11,6%
9 . konc.C Standard (21,60 1 000 000 711 969 |28,8%
10 . -1C Standard |25,04 100 000 107 391 |7,4%
11 . -2C Standard 29,19 10 000 10 905 |9,0%
12 -3C Standard |33,54 1000 994 10,6%
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No.|Barva  Nézev Ct Zadané konc. (Kopie) zjisténa konc. (Kopie) % Var
13 ch 2h/25pl vzorek |28,47 16 220
14 ch 2h/50pl vzorek 24,60 136 762
15 ch 3h/25pl vzorek |26,61 45 076
16 ch 3h/50pl vzorek |25,56 80 337
17 ch 4h/25pl vzorek |28,47 16 199
18 ch 4h/50pl vzorek |25,67 75 637
19 Neg kontrol|{Neg.kontrola
Morm. Fluora.
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Efficiency 0,73
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Obr. 1: Profil real-time PCR reakce
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4.2. Porovnani jednotlivych metod opracovéani vzorku

Opracovani vzorku proffpravu templatu na RT-PCR a real-time PCR bylo addwo
¢tyfmi riznymi metodami:
» Purifikace RNA pomoci kit@QlAamp® Viral RNA Mini Ki{QIAGEN)
» Purifikace RNA pomoci kittRTP® DNA/RNA Virus Mini kifinvitek)
« Izolace RNA pomoci TRI REAGENY (Sigma Aldrich)

* Opracovani vzorku pomoci Chelex® 100 Resin (BioRad)

Obr. 2 a Tab. 2 ukazuje analyzehto metod pomoci real-time PCR reakce¢ahto
metod byla podle néstu fluorescence vyhodnocena jako ®gja¢jSi — tedy s nejvySSim
relativnim pd@tem kopii virové RNA v nami sledovaném vzorku metqulrifikace pomoci
kitu RTP® DNA/RNA Virus Mini kifInvitek). Druhou nejvySSi dinnost a tedy vysoky
relativni p@&et kopii RNA detekovanych ve vzorkuéta adaptovana fenol-chloroformové
metoda pomoci roztoku TRI REAGENY (Sigma Aldrich). Metoda purifikace RNA pomoci
kitu QIAamp® Viral RNA Mini Kitf{QIAGEN) ukazala podle @tu kopii ztraty virové RNA.
Jako nejméd vhodna metoda vykazujici nepéi ztraty virové RNA byla vyhodnocena

metoda opracovani vzorku chelexem.
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Tab. 2 Vysledek real-time PCR

No.| Barva Nazev Ct Zadana konc.(Kopie) | ZjiSténa konc.(Kopie)

1 . konc A Standard | 23,38 1 000 000 725 413|27,5%
2 1A Standard | 26,66 100 000 148 229|48,2%
3 . 2A Standard | 30,74 10 000 20 603|106,%
4 . -3A Standard | 39,58 1000 286(71,4%
5 konc B Standard | 23,63 1 000 000 644 622|35,5%
6 . -1B Standard | 27,17 100 000 116 110(16,1%
7 . -2B Standard | 31,47 10 000 14 449144,5 %
8 -3B Standard | 36,54 1000 1247 (24,7%
9 . konc C Standard | 23,15 1 000 000 813 044|18,7%
10 . -1C Standard | 27,11 100 000 119 228|19,2%
11| R -2C Standard | 31,46 10 000 14 516 |45,2%
12 . -3C Standard | 37,37 1000 833(16,7%
13 cDNA Quigen | Unknown | 23,09 836 318

14 cDNA Invitek | Unknown | 16,18 23 698 376

15 cDNA TriR Unknown | 19,93 3848 204

16 CDNA Chelex | Unknown | 24,44 434 216

17 . neg.kontrol | Neg.kontrola
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Obr. 2: Profil real-time PCR reakce
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Graf 1 ukazuje porovnani jednotlivych metadppavy templatu pro RT-PCR a real-
time PCR z hlediska v§Znosti. Z tohoto grafu se jednoznd jevi jako nejdinngjSi metoda
purifikace RNA pomoci kittRTP® DNA/RNA Virus Mini kifinvitek), kterd4 ndla 45x vysSi
vytéZnost nez metoda chelexového opracovani vzorku po@igelex® 100 Resin (BioRad),
ktera ngla nejnizSi vygZznost a jevi se jako nejm&rvhodna metoda. Metodatipravy
templatu pomoci kit@QlAamp® Viral RNA Mini Kif QIAGEN) m¢la 34x niZsi vy&Znost nez
kit RTP® DNA/RNA Virus Mini ki(lnvitek) a vykazuje tedy druhou nejnizSi &Zmost.
Adaptovana fenol-chloroformova metoda TRI REAGEMTSigma Aldrich) ndla druhou
nejvyssi vygznost a mila tedy 7x vygznost nez metoda purifikace RNA pomoci KRUTP®
DNA/RNA Virus Mini ki{Invitek).

10 000 000 000
1 000 000 000 -
100 000 000 -
10 000 000 —

1 000 000 -

100 000 —

10 000 -

1 000 —

100 -

10 -

1

i

Hi

Hi

HH

po ¢et kopii RNA (log)

1 2 3 4

1 ml vzorku

Graf 1: MnoZstvi kopii virové RNA ve vzorku detekovan&mymi metodami purifikacéi
jiné piipravy templatu pro RT-PCR a real-time PCR- QlAamp® Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN), 2 - RTP® DNA/RNA Virus Mini ki{lnvitek), 3 - TRI REAGENT™ (Sigma
Aldrich), 4 - Chelex® 100 Resin (BioRad). Hodnoty jsou vyngs@ko ptimérny paet
kopii virové RNA v 1 ml vzorku + $¢dni chyba pmméru.
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5. DISKUZE

Pro spravné laboratorni stanoveni diagn6zy KEejeat brat ohled na zvolenyigob
metody gipravy templatu pro RT-PCR a real-time PCR z kkyah vzorki. Protoze, jak
bylo prokazano metodou real-time PCRzré izol&ni metody sebou nesoizné mnozstvi
ztrat virové RNA, které mohou wipact nizkého titru viru vést az k faleSmegativnim
vyslediim. Je nutné postupovat tak, aby nedoSlo k degraBdA vSudygitomnymi

RNazami, které jsou velmi odolné.

Fenol-chloroformovad metoda (TRI REAGENT™) predchazi degradaci vzorku
pomoci lyz&niho pufru. Ten je sloZzen z chaotrofninidla — konkrété guanidium
isothyokyanatu. Jedna se o silny detergent, dikpuz Zistava RNA stabilni po velmi
dlouhou dobu a umahije tak paralelniho zpracovanétsiho p@étu vzorki, coz je vyhodou
této metody. Nevyhodou je jednozn& pracnost atasova narnost této metodycasta
centrifugace a inkubace), coZzibe byt zdrojem kontaminaci.iéstoZze mila tato metoda
podle néiistu fluorescence v real-time PCR druhou nejlegginost, pro klinickou praxi je

podle mého migni nevhodna, zejména kv pracnosti.

Metoda opracovani vzorku pomoci Chelex® 100 R@sinenaréna a jednoducha.
Pouzitim chelexu nedochazi k purifikaci RNA, aleslelx vytv&i komplexy s nezadoucimi
inhibitory PCR reakce. Pro izolaci NK z forenznimaterialu je tato metoda idealni (Walsh
et. al.,1991), téZ se ukazala byinina (¥ detekci RNA KE v Kkligatech (Rudenket al,
2004). AvSak pro mikrobiologickou diagnostiku jehlediska @innosti jevi jako mé#
vhodnd, jelikoZ g ni dochazi k znanym ztrdtdm virové RNA, jak bylo prokdzano metodou
real-time PCR, kdy vzorek vykazoval nejmensi mndasbpii virové RNA. Ukazalo se, Ze je
zcela zbyteéné inkubovat vzorek v chelexovém pufritep noc pi 56 °C, stejnych vysledkse
dosahovalo uzipkratSich¢asovych intervalech. MnoZstvi pouZitého chelexé takaje svou
roli, ziejme je vhodné fihlizet k velikosti/mnozstvi vzorku, z kterého chueNK izolovat.

Komegné dostupné kity pro izolaci virové RNRIAamp® Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN) a RTP® DNA/RNA Virus Mini kifInvitek) vyuzivajici kolonkovy purifikéni
systém se jevi jako idedlni izéfd metody. RTP® DNA/RNA Virus Mini Kkit(Invitek)

jednozné&né dosahoval nejlepSich vysledkco se tye (Einnosti, tak i postupem provedeni.
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Kit vyuziva tzv. RTR® technologii (RTP — Ready To Prep). Jedna se oaitmoycas Setici
technologii, jejiz specifickym rysem je pouziti eini zkumavky obsahujici ifpdem
piipravené lyzani nechaotropniinidlo v pevné forns (bil& zrnka). DalSi vyhodou tohoto kitu
je zn&né snizeni jednotlivych krakpurifikace a tim zkraceriasu zpracovani vzorku, diky
piedem pipravenych c¢inidel. Z hlediska &innosti byla tato metoda shledana nejvice
vhodnou, protoZe vykazovala velmi vysokatininost podle ndistu fluorescencerpanalyze
vzorki metodou real-time PCR. Ztoho vyplyva, Ze se jedn@metodu velmi citlivou,
dovolujici velmi citlivou detekci viru. PurifikovanRNA byla ziskana ¥adech desitek minut,
diky tomu se tato metoda jevi jako idealni pro pibwzdiagnostické praxi.

QlAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN) byl z hlediska pracovniho postupu
pongrné jednoduchy. Technologie kitu je zaloZena na sigdeich vliastnostech QlAan®
silikagelové membrany umété v kolonce. Diky tomu se vyhyba pouziti
fenol/chloroformové extrakci a alkoholové precipitacoz je jeho jednozgaou vyhodou. Za
dalSi vyhodu Ize povaZovat fakt, Ze je purifikoveRBIA bez proteifi, nukledz a dalSich
kontaminaci a inhibitd@r. BohuZel tato metoda prokazala ztraty virové RNéé&atedy mensi
ucinnost. Resto je ale pro rutinni diagnostickou praxi celkehodna, hlava diky své
nenargnosti a moznosti ziskat purifikovanou RNA jizhem 30 minut. Navic je idealni pro

souwasné zpracovanitdiho pdtu klinickych vzorki v ¢ase.

Tab.1: Shrnuti vyhod a nevyhod jednotlivych metadppavy templatu pro RT-PCR a real-
time PCR

Metoda Vyhody Nevyhody
QlAamp® Viral RNA Mini Kit — jednoduché a rychlé provedeni| - nizka @innost a vygznost
(QIAGEN) — 74dna organicka extrakce nebd

alkoholova precipitace
- vysledna RNA bez kontaminant

a inhibitora

RTP® DNA/RNA Virus Mini kit | — citlivA metoda

(Invitek) - velmi vysokd dinnost a
vytéznost

- jednoduché a rychlé provedeni

TRI REAGENTY(Sigma Aldrich) | - citliva metoda — pracnost &asova narénost
provedeni
- zvySeneé riziko kontaminaci
Chelex® 100 Resin (BioRad) - jednoduchy a nen&toy postup | — velmi nizk& @innost a vygznost

— idedlni pro zpracovani materialy — ¢asova narénost
forenzniho fvodu
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V souwasnosti se ukazuji jako nejefektéy®i metodou pro stanoveni spravne diagnozy
KE metody stanoveni specifickych protilatek — zejaéefastji pouzivana metoda ELISA.
Vzhledem k tomu, Ze v dnesSni hektické &dldé newnuji pozornost svému zdravotnimu
stavu a ve valné&Sina gipadi vyhledaji 1ékaskou pomoc, az kdyz uz jsou u nich zjevné
znamky neurologického posSkozeni. TéZz nelze opontenoovy systém placeného
zdravotnictvi, kdy infikovani povazuji prvni sympig za &zné nachlazeni a r&dnez by
navstivili [ékae a museli platit za vy3eini, spokoji se s votnprodejnymi Iéky a Iékakou
pomoc vyhledaji az v druhé fazi onemécn

Metoda RT-PCR se na prvni pohledza jevit jako idealni. AvSak prawproto, Ze je
schopna detekovat virovou RNA z pacientskych vaoen kEhem prvni viremické faze,
nenachazi v klinické praxi Sirsiho uplawi Jednim zdévodu je i to, Ze jen minimum
infikovanych postehne pisaté klis¢ a poté neénuji pozornost zenam ve svém zdravotnim
stavu.

Velmi prosgsné je vyuZziti RT-PCR v epidemiologii, kdy se defekvirovA RNA
piimo v kli¥atech. Je otazkou, zda-li je vyhodné vyuzivat RRPj@ko prognostickou
metodu i uréovani infeknosti klig'at po vyjmuti z kZe lidi ¢i domacich zvat, tak jako ji
pouzivaji rkteré firmy (nap. Gen-Trend, s.r.o.Ceské Budjovice). To, ze v kliti
detekujeme virovou RNA, jeSheznamena 100% jistotu onem&chKE a naopak. Navic pro
tyto ely se vyuzivd na opracovani vzorku chelex, kteyjazuje ztraty virové RNA a
problém téz nastava, pokud k&isbbsahuje #Si mnozstvi krve. V té jsou pak vyssi titry
inhibitord PCR reakce, které uz chelexaéstice nedokazi adsorbovat.

DalSim problémem ip uréovani spravné diagnostiky KE, je v gaané dob Siroka
geograficka disperze tohoto viru a to hl&wtiky nafstajici oblikg turistiky. Diky iznym
klinickym projevam je leckdy obtizné KE odliSit od nemoci, kter@&spbuji téZ meningitidu
nebo encefalitidu — na@p mezi mozné dalSi infekceul@zité z hlediska diferencialni
diagnostiky KE fadime pyogenni meningitidu, leptospiralni meningitici herpetickou
encefalitidu. Zaréna €chto nemoci mize mit neblahé néasledky na zdravi pacieRroblémy
nastavaji hlavé v oblastech, kde KE neni endemicka a kde se ongmbpravadpodobré
objevilo od turish navracejicich se z oblasti typickych pro vyskyt @rmpis et al., 1999).
Také je nutné rozpoznat kitSsou encefalitidu od dvou patogerkteré jsou téz ggnasené
klistaty — jedna se @orrelia sp. aEhrlichia sp. Tyto patogeny se mohou geograficky
piekryvat s virem kliové encefalitidy (Dumler et al.,1997) a stejako virus KE napadaji
CNS¢loveka.

VSeobech je treba v diagnostice virovych patogdeprihlizet na mnozstvi rizik, které
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s sebou nesou jednotlivé metody detekce virové emwid kyseliny. RedevSim se jedna
0 zvysené riziko kontaminaci, ty mohou mit za rideefaleSs negativni vysledek. Téz je
tieba pihlizet na citlivost zvolené metody, kteraibe do podstatné miry ovlivnit vysledek
a tim i konénou diagndzu pacienta.

V mikrobiologické diagnostice |ze v stasnosti zakoupit prtadu patogein komegni
kity, které se pro rutinni laboratorni diagnostifevi jako idealni, hlavh vzhledem
k jednoduchému provedeni s moznosti simultanniracppéni ¥tSiho mnoZzstvi vzork
AvSak uspsnost &chto kith zalezi do zn&né miry na metat pocateEni piipravy templatu,
na coz se&asto zapomina. ldealni metoddppavy templatu by ®la byt dostaténé citliva,
s vysokou dinnosti, s minimalni pravghodobnosti kontaminaci a na provedeni jednoducha
a rychla. To v naSemripact stanoveni diagndzy KE do jisté miry spvala metodaifjpravy
templatu pomoci purifikace RNA pomoci KRTP® DNA/RNA Virus Mini kitinvitek).
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6. ZAVER

Dle ziskanych vysledkse potvrdilo, Ze zvolend metodé&pravy templatu pro RT-
PCR a real-time zacélem detekce virové RNA iie mit znany vliv na vysledek
laboratorniho vySéeni a stanoveni spravné diagnézy KE. Pokud pougijeratodu s nizkou
vytéZznosti, jako se ukazala mit metoda opracovani w@tkelexen® 100 Resin (BioRad),
dochéazi p ni ke zngnym ztratam virové RNA, coz iie mit za nasledek faleSnegativni
vysledek a nasledny dopad na chybtanovenou diagnézu. Pro diagnostickou praxirgeop
tato metoda nevhodna.

Pro rutinni laboratorni mikrobiologickou diagndstise jako nejvhodijsi jevi vyuZziti
komekn¢ dostupnych kit — konkrétg nejlepsSich vysledk dosahoval kitRTP® DNA/RNA
Virus Mini kit od firmy Invitek. Svou vy#Znosti jednoznmé vynikal nad ostatnimi metodami

a neshledali jsme wpzasadni nevyhody.
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