Financovano = -
- Evropskou unii >(— gi\}-\al\?gg:\IOVY ’\<%|

NextGenerationEU

MASARYKOVA
UNTVERZITA

PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Zaklady virologie 1 cast

Prof. RNDr. Daniel Ruzek, Ph.D.



1 TIVO@ s 4
2 VLY ettt bbbt et eh bRt bt e bt et eeh e bt et e eht et enteeaean 10
3. Zaklady patogeneze VIrOVYCh NAKAZ ...........cocviiieiiiiiiiicee et 22
4. Genetika @ @VOIUCE VITT....c..evuieriiiiiriiiieeieet ettt sttt ettt 28
5. Epidemiologie VIrovych iNfeKCI.......cc.eeiiiiieiiiieiieciieeeeee e 29
6. Rezistence organismu proti VIroveé NAKAZE...........cceeevuierieeiiieiieeieeie ettt 36
7. Chemoterapie VIrovyCh infekCi.........oooiiiiiiiiiiiieci e 39
8. Vakcinace proti VIrovym NAKAZAM ...........cccveeeiiieeiiieeiieeciieeeieeeeiee e e e e e e sereeeeaeeennees 45
9. Laboratorni diagnostika virovych infekei.........cooviiiiiiiiiiiiiiiice e 52






1. Uvod

AC jsou viry viibec nejpocetnéjSimi obyvateli planety Zemé¢, vime o nich stale zoufale malo.
Odhaduje se, Ze existuje zhruba desetkrat tolik druht vird,, nez je bunécnych organismtl.
Kdybychom poskladali za sebe vSechny hypotetické virové Castice vyskytujici se na nasi
planeté, vytvoftily by fadu dlouhou snad 10 miliont svételnych let. V celé biosféte je naprosta
vétSina genetického materidlu tvofena viry. Pfesto pro nés viry zistavaji stale obrovskym
mystériem.

Virologie je véda o virech a jejich interakcich s hostitelskymi bufikami, organismy a
spoleCenstvy organismil. Jsou viry zivé? Otazka fazeni virii mezi zivé organismy, mezi
nejjednodussi biologické jednotky ¢i mezi nezivé formy, prakticky nemtze byt zodpovézena,
protoze zatim jesté nejsme schopni chépat, co to vlastné zivot vlibec je. Néktefi pod pojmem
ziva bytost chapou objekt tvofeny ze zdkladnich Castic — bunck, které pro né predstavuji
komplikovany strojek sestaveny z fosfolipidid, cukrt, bilkovin a nukleovych kyselin, ktery
funguje na zaklad¢ chemického rozkladu latek, které jsou pfijimany a spalovany. Jini ve snaze
poodhalit tajemstvi Zivota hledaji cosi, co se t€zko popisuje, at’ uz je to entelechie, vis vitalis
nebo duse. Aristoteles rozliSoval dusi rostlinnou, zivoc¢isSnou a lidskou. Muzeme se domnivat,
ze kdyby mél znalosti v rozsahu dnes$ni biologie, mozna by pfiznal dusi i prvokiim a houbam,
ale urcCité ne viriim. Jak napsal Marek Orko Vacha ve své knizce Tancici skaly, viry mizeme
trochu s nadsazkou tedy definovat jako Tolkienovy Nazgily, bytosti ani zivé ani mrtvé,
pohybujici se v zemi nikoho, na front€¢ mezi zivotem a nezivotem.

Ve svétle poslednich objevii na poli virologie byla v ¢asopise Nature publikovana nova definice
viru. Ta tika, ze ,,Virus je kapsid kodujici organismus, ktery se sklada z proteind a nukleovych
kyselin, je schopen samovolného slozeni svého nukleokapsidu a vyuziva organismy kodujici
ribozémy pro dovrSeni svého replikacniho cyklu.” Viry jsou submikroskopicti obligatni
nitrobunécni parazité¢ obsahujici ve své nukleové kyseliné komplex genetickych informaci
nezbytnych pro nezavislou reprodukei v hostitelskych bunkach.

1.1 Pocatky virologie

Mnohé choroby, o kterych je dnes znamo, Ze jsou virového pivodu, byly zndmy jiz v pocatcich
lidské civilizace — prvni popisy pochazeji z obdobi starovékého Egypta, Recka a Rima. Piesto
se virologie jako védecka disciplina zacala rozvijet teprve pocatkem 20. stoleti. Viry vSak
nebyly objeveny v souvislosti se zakefnymi lidskymi chorobami, které suzovaly lidstvo
odnepaméti; namisto toho pii objevu virti a vzniku virologie sehréla klicovou roli mozaikova
choroba rostliny tabaku.

Z pohledu historie miizeme vyzkum virti a chorob jimi vyvolanych rozd¢lit do tii etap, a to:

1. V prvni etap€ nebyly viry jako ptivodci chorob zndmy, byly studovany pouze projevy chorob.

2. Druha etapa zacala objevem infek¢ni virové Castice (D. J. Ivanovsky, 1892).

3. Tteti etapa je spojena s vyuzitim metod rekombinantni DNA, genovych manipulaci ve
virologii a vyuziti viri jako néstroji v genovém inZenyrstvi, biotechnologiich a mediciné.



Virové choroby byly studovany cela stoleti pfed tim, nez byly viry objeveny. Jiz na sklonku
prvniho tisicileti byly zaznamenany piipady epidemie pravych nestovic. Tehdy Cifiané
nevédomé pouzili tzv. variolace k ochrané lidi. Obsah vysuSenych puchyiki vyvolanych
virovou infekei michali s rozsivkovou zeminou a vtirali do kize zdravych jedinct, vyvolavali
tak umélou infekci, Casto se slabs§im prabéhem spojenym s navozenim imunity. Pozdé&ji
anglicky 1ékat Edward Jenner (po roce 1790) pozoroval, Ze doji¢ky Casto trpi mirnou formou
nestovic pfenesenych z krav a prodélani takové choroby je pak chranilo pfed nebezpecnymi
pravymi nestovicemi. Jenner tak objevil princip vakcinace, kdy protilatky vytvorené proti mélo
Skodlivym kravskym neStovicim jsou schopné zabranit infekci piibuznym virem pravych
nestovic. Vakcinaci pak rozpracoval a prakticky aplikoval az Louis Pasteur (1984), ktery
vyvinul napftiklad i1 vakcinu proti vztekliné. K vakcinaci v tomto piipad€ byl pouzit extrakt z
michy kraliki infikovanych virem vztekliny.

Azdo 19. stoleti se vSak vSechna pozorovani zabyvala chorobou a na existenci infekéniho agens
se usuzovalo jen nepiimo, a to podle pfenosu a Sifeni infekce. Na pocatku 19. stoleti se n¢kolik
skupin védct snazilo objevit piivodce infekéni choroby tabidku vyvolavajici chlorotické
mozaiky na listech. Zjistilo se, Ze se nemtiZe jednat o bakterie, které bylo mozné z homogenatu
spolehlivé zachytit (odfiltrovat) pomoci porcelanovych bakteriologickych filtrii. Nékteti se
domnivali, Ze muze jit o zvlastni enzymy. V roce 1982 Dmitrij Ivanovsky zjistil, Ze chorobu
rostlin mlze vyvolat organismus mensi nez bakterie. Tabdkovd mozaika je nendpadné
onemocnéni tabdkovych listil, které v t¢ dobé vyznamné ekonomicky ohrozovalo péstitele
tabaku. Na postizenych listech se tvofi mozaikové obrazce a listy pak chfadnou a hynou.
Ivanovsky, ve snaze ptivodné prokazat bakteridlni piivod tohoto onemocnéni, provadél sérii
nepiimych pokusi, kdy filtroval homogendaty z nakazenych rostlin ptes bakteridlni filtr, tj. filtr
z nepolévané¢ho porcelanu s poéry tak malymi, ze dokdzi zachytit 1 bakteridlni bunky
(Chamberlandtv filtr). Ziskanym filtratem se pak pokousSel infikovat dalsi rostliny. Oproti
predpokladu se rostliny, které byly inokulovany filtratem, nakazily. Ivanovsky se domnival, Ze
bakterie zachycené¢ na filtru vyloucily neznamy jed, jimz pak intoxikoval dalsi generaci rostlin.
Vibec ho nenapadlo, ze by za takovych okolnosti plvodcem choroby mohly byt
mikroorganismy. Onu nezndmou latku nazval terminem ,,virus®, coz v latin¢ znamena vyraz
pro jed ¢i zapachajici odpornou tekutinu. Ve své dobé vysledky Ivanovského experimetii
zapadly bez povSimnuti.
100 let virologie jako védecké discipliny



Dmitrij lvanovsky, 1982

Fig. 2. Symptoms of tobacco mosaic
virus. (Photograph courtesy of the IPO,
Wageningen, The Netherlands.)

Dalsi experimenty dokazujici existenci menSich infekénich c¢astic nez bakterie provedl
Martinus W. Beijerinck. Nezavisle na Ivanovském provedl obdobné experimenty, ovSem s

tim rozdilem, ze jiz zacal uvazovat o mikroorganismech mensich nez bakterie; nazval je tehdy
Contagium vivum fluidum.

Fig. 5. Electron micrograph of particles of tobacco mosaic virus negatively stained
with uranyl acetate. Scale bar represents 100 nm. Photograph courtesy of Dr J.T. Finch.

Contagium vivum fluidum

Martinus W. Beijerinck



Nasledovalo obdobi nalézani novych a novych ptivodcti chorob mensich nez bakterie. V roce
1898 Friedrich Loéffer a Paul Frosch prokazali, Ze slintavka a kulhavka skotu jsou rovnéz
vyvolavané organismy mensimi nez bakterie. Filtrovali tekutinu vzniklou rozmélnénim sliznice
zvitat napadenych slintavkou a kulhavkou. Pivodné byli podobné jako diive Ivanovsky u
mozaiky tabaku presvédcCeni, ze pivodcem choroby jsou bakterie, a obdobné provadéli neptimy
dikaz. V okamziku, kdy filtrat vyvolal infekci u dalSich pokusnych zvitat, bylo jasné, ze
onemocnéni zplisobuje bud’ nesmirné silny jed, nebo mikroorganismus mensi nez bakterie.
Opakované pienosy infekce na dalsi a dalsi zvifata vedly k zamitnuti toxinové teorie a
poukazaly na mikroorganismalni ptivod onemocnéni.

Slintavka a kulhavka, 1898

O ctyfi roky pozdéji komise pod vedenim plukovnika Waltera Reeda filtraci infekéni krve
potvrdila, Ze piivodce onemocnéni zlutd zimnice je mensi nez bakterie a Ze infekce je prenasena
komérem Aedes aegypti. Jednalo se o objev prvniho lidského viru v historii. Reed se
spolupracovniky provedli n€kolik velmi elegantnich experimentd, které pfinesly nezvratné
diikazy virového ptivodu Zluté zimnice a zptsobu jejiho pfenosu. Zlutd zimnice, onemocnéni,
jez se pravidelné objevovalo podél pobiezi rozvodnénych fek Stfredni Ameriky, stala zivot
kazdorocné tisice lidi. Zejména Kuba byla povazovana za endemicky region. Védci se zprvu
domnivali, Zze plvodcem zluté zimnice je bakterie Bacillus icteroides. Provadé€li znacné
mnozstvi testd na bakterie, ovSem stale s negativnim vysledkem. Nésledné se zacali domnivat,
ze infekce je pfenaSena ltizkovinami a obleCenim nakazenych lidi ¢i vzduchem. OvSem 1 tento
material byl v bakteriologickych testech negativni. To vedlo ke zméné centralni otazky: oproti
piredchozimu marnému hledani ptivodce Zluté zimnice se zaméfili na otazku, co tuto infekci
vlastn¢ prenasi. Zacali se zabyvat myslenkou, kterou vsak jiz pfed nimi formuloval kubansky
I¢kat Carlos Finlay, totiz zda do pfenosu infekce je zapojen n¢jaky sekundarni prenasec, v tomto
piipadé komar. Nikdo tomu moc nevéfil, ale nakonec bylo schvaleno testovani s vyuZzitim

lidskych dobrovolnikd. Celkem 1900 komart se nechalo sat na dobrovolnicich. Pri



experimentech bylo vyuzito pokusné stanice, kterou tvotily dvé centralni budovy, jedna s
lizkovinami kontaminovanymi krvi infikovanych lidi a druha s komary. Podle planu
experimentu chodili dobrovolnici spat bud’ do domu s lizkovinami nebo s komary. Vysledky
polniho experimentu jiz pfinesly kone¢ny a nezvratny ditkkaz potvrzujici pfenos zluté zimnice
komary. Timto okamzikem se zalina rozvijet 1¢katska virologie a vznika jeji specializované
odvétvi — arbovirologie, €ili véda zabyvajici se viry, jeZ jsou pfenaSeny ¢lenovci.






0. A iouse may be said to e imntected with Yelow rever only when
there are present within its walls eontaminated mosquitoes capable

of conveying the parasite of this disease,
10. The spread of vellow fever ean be most effectually controlled

by wmeasures directed to the destruction of mosquitoes and the pro-

tection of the sick against the bites ol these insects.
Ll %h“e the mode of propagation of yellow fever has now been
eﬁnhely determined, the specific cause of this disease remains to be

2. Viry

Termin virus”, vychazeje z jeho latinského ptivodu, byl dlouhou dobu synonymem pro jed,
zéapach ¢i odpornou tekutinu. Prvnim, kdo tento termin pouzil, byl Aulus Cornelius Celsus v
prvnim stoleti naseho letopoctu. Béhem 19. stoleti se jeho vyznam rychle ménil. Nejdiive se
stal oznacenim pro “mikroba”, pozdé&ji jej zaCal Luis Pasteur pouzivat pro obecné oznaceni
infekéniho agens (infek¢ni cCastice). V osmdesatych letech minulého stoleti, s rozvojem
kultivace bakterii a hub v aseptickych podminkach na zivnych mediich, konstrukci novych
vykonngjsich optickych mikroskopii a vyvojem bakterialnich filtrti, se zazil obsah pojmu virus
na oznaceni infek¢nich agens menSich nez bakterie, a to tzv. “filtrovatelnych agens” -
filtrovatelnych (ultramikroskopickych) viri.

2.1 Pivod viri

Nazory na ptivod virti nejsou zdaleka jednotné. Odmyslime-li rizné teorie mimozemského ¢i
metafyzického piivodu vird, obecné mizeme rozlisit tii zékladni teorie snazici se vysvétlit, jak
viry na planeté Zemi vznikly.

1. viry vznikly z paraziticky Zzijicich mikroorganismili, ptfedevSim bakterii,
regresivnim vyvojem sméiujicim k uplné zavislosti na hostitelské buiice. Béhem vyvoje ztratily
puvodni strukturu i fadu funkci nezbytnych pro samostatny metabolismus. Pfechodnym stadiem
by pak mohly byt mykoplasmata, ricketsie a chlamydie. OvSem vaznou ndmitkou proti teorii
regresniho vyvoje vird je jejich nebunéfna organizace, zejména nepiitomnost bunétné
membrany.

2. viry se vyvinuly z bunéénych slozek vysSich organismi, jako jsou ribozomy,
mitochondrie nebo plastidy, které se casem osamostatnily a zménily v bunécné parazity. OvSem
problémem je, ze v eukaryotickych bunkach se nevyskytuji zadné struktury podobné kapsidim
vird.

3. Obecné nejvice pfijimanou teorii pivodu virti je hypotéza, kterd stavi na
ptedpokladu, Ze viry pochézeji z primitivnich nebunéénych forem zivé hmoty, které se postupné
vyvinuly v obligatni bunécné parazity. Vyvoj k parazitickému zptsobu zivota probihal u vira v
tésném vztahu s ostatnimi organismy, pficemz se tento vztah projevoval u obou partnerii
zaroven jako selek¢ni a mutagenni faktor. Tato teorie, kdy nejprve vznikly prvotni pfedbunécné
formy zivota, z nichz jednak probihal vyvoj bunéénych organismt a ve druhé virti, je ve shod¢
s predstavou, ze nejprve vznikly RNA-viry a az pozdé€ji DNA-viry. Soucasné témet vSechny
rostlinné viry obsahuji genomovou RNA, pfi¢emz je znamo, ze vyvoj rostlin na Zemi
ptedchazel vyvoji zivocicht.
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Viry jsou povazovany za nejjednodussi biologické jednotky s vlastnostmi zivé hmoty.
Vzhledem k tomu, ze postradaji nekteré zivotné dulezité systémy, napt. proteosynteticky aparat,
nemohou zit na rozdil od bunéénych organismi samostatné, ale pouze jako vnitrobunécni
paraziti. S bunécnymi organismy maji ale viry nékolik spole¢nych vlastnosti:

1. Schopnost rozmnozovani. MnoZeni viri neprobiha binarné jako je tomu u jinych
organismt, tj. rozd€élenim virové ¢astice na dvé nové, nybrz tim zptisobem, ze jednotlivé
slozky novych vira jsou syntetizovany oddélené a posléze se z nich posklada vétsi
mnozstvi virovych castic.

2. Dédi¢né vlohy. Nositelem dédicnosti je virovy genom tvofeny DNA nebo RNA a
urcujici morfologické, strukturni a biologické vlastnosti vira.

3. Proménlivost. Piikladem proménlivosti vyvolané zménou virové genetické informace
je napt. vznik virovych mutantli odolnych vici pisobeni virostatik, adaptovanych na
urcité prostredi apod.

4. Prizpusobivost k vnéjsim podminkam.

5. Schopnost vyvoje. Vyvoj viri je podobné jako je tomu u vSech organisml dan
piirozenym vybérem. Vzhledem ke zpiisobu Zivota viru a jeho obvykle vysoké rychlosti
mnozeni byvaji vyvojové etapy virti pomérné kratké.

Mezi zalezitosti, které viry odliSuji od organismti, fadime

1. Odlisny charakter genetického materidlu. Zatimco genom vsech organismu je tvofen
vyluéné molekulou DNA, u virti to miize byt RNA nebo DNA. Kromé toho miize byt
virovy nukleova kyselina jedno- 1 dvoufetézcova, kruhova, Ilinearni nebo
fragmentovana.

2. Specificky typ parazitismu. Zatimco jini parazit¢ napadaji organismy na bunécné nebo
organismalni Urovni, viry jsou parazité na Urovni genetické a biochemické, nebot’ v
infikované buiice pfejimaji informacni a fidici funkce.

3. Nepfitomnost proteosyntetického aparatu. VSechny organismy, vcetn¢ téch
nejjednodussich, obsahuji vlastni vybavu k syntéze bilkovin. U vira vSak tento aparat
chybi a virové bilkoviny jsou syntetizovany pomoci aparatu hostitelské buiky.

4. Nebunécna forma zivota. Viry postradaji buiiku jako zakladni stavebni a funk¢ni atvar.

e Maji - Maji Jsou citlivé
Binarni P Maji -
déleni soucasné ribozémy kyselinu k
DNA a RNA muramovou antibiotikiim
Bakterie Ano Ano Ang Ano Ano Ano
LR Ano Ano Ano Ano Ne Ano
Rickettsie Ne Ano Ano Ano Ano Ano
Chlamydie Ne Ano Ano Ano Ne Ano
Viry Ne Ne Ne Ne * Ne Ne

* Arenaviry maji ribozomy zabalené nahodné a nesehravaji zadnou roli pfi replikaci virové ¢astice.
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Klasifikace vira

Viry ptedstavuji velice heterogenni skupinu mikroorganismu. Projevuje se to nejen obrovskou
Sifi hostitelt od baktérii, sinic, fas, prvoki, rostlin az po obratlovce, ale i jejich velkou
strukturdlni variabilitou a reproduk¢ni strategii. Od nejjednodussich kubickych virti o priiméru
20 nm (napf. pikornaviry) pies slozené velké poxviry (virus pravych nestovic ma velikost cca
180 x 250 x 350 nm), az po obfi mimiviry (pramér cca 400 nm). Stejné variabilni je 1 struktura
jejich genomu nesouciho od jednoho az po nékolik desitek gend, genomu jednoduchého nebo
slozeného, genomu tvofeného DNA nebo RNA (nebo obéma) cirkularniho ¢i linearniho,
nejruznéjsi topologie a polarity.

Existence velkého poctu virovych druht schopnych infikovat vSechny znamé bunécné
organismy si vyzadala jejich systematické roz¢lenéni. V roce 1966 byla na Mezinarodnim
mikrobiologickém kongresu v Moskvé zalozena Mezindrodni komise pro nomenklaturu virt
(pozdg&ji prejmenovana na Mezinarodni komisi pro taxonomii virt, International Committee
for Taxonomy of Viruses, ICTV). Vedly se diskuse, zda stovky druhii virG infikujicich
vSechny Zivé organizmy maji tvofit jednotny systém. Na Mezinarodnim virologickém kongresu
v Madridu v roce 1975 byla pro taxonomii virti zavedena ¢iselnd kryptogramova nomenklatura,
ta se ovSem nevzila. Kryptogramy byly slozeny ze Ctyi part symbold, jez byly odvozeny od
typu nukleové kyseliny (lomeno pocet fetézcli), molekulové hmotnosti piislusné nukleové
kyseliny, obrys virionu a pfitomnost obalu a kone¢n¢ druh infikovaného hostitele.
Naptiklad pro poxviry pak existoval nasledujici kryptogram:

[D/2: 130-240/5-7,5:X/*:1,V/O, R, Ve/Ac, Di, Si],
kde D/2 je dvoutetézcova DNA, 130-240 reprezentuje molekulovou hmotnost virové DNA,
DNA tvofi 5-7,5% molekulové hmotnosti virionu, virus mé slozity obaleny virion (X/*), LV
znamena, ze viry infikuji bezobratlé 1 obratlovce, O znamena pienos piimym kontaktem, R
respiraénim traktem, pomoci vektora (Ve), kterym jsou roztoci (Ac), diptera (Di), a blechy
(Siphonaptera, Si).

Jako prvni obecna kritéria pro tvorbu systému byly pfijaty nasledujici vlastnosti virt:
typ nukleové kyseliny, symetrie kapsidu, pfitomnost nebo absence obalu a replikacni strategie
viru

Podle zpravy ICTV (2008) byly definovany a jsou i prakticky vyuzivany tyto taxonomické
jednotky:

rad, celed’, podceled’, rod, podrod, druh (u nckterych taxoni nebyly rody a podrody
(vyjimecné ¢eledi) stanoveny a pouziva se oznaceni skupina nebo podskupina).

V praxi se nejcastéji vyuziva taxonomickych kategorii ¢eled’, rod, druh, kmen (strain), izolat,
ptipadné typ.

Celed je reprezentovana skupinami virovych rodi stejné obecné charakteristiky, ve které se lisi
od jinych celedi.

Rod je reprezentovan skupinou virovych druhti stejné obecné charakteristiky, ve které se lisi od
jinych rodi. Kritéria pro stanoveni rodu se 1isi mezi jednotlivymi ¢eledémi. Obvykle se jedna o
strukturalni, genetické a biologické odlisnosti (napf. pfenos/Sifeni, identita virovych produktit).

12



Druh je zékladni jednotkou systému vir.. Definice druhu viru je: ,,Virovy druh pfedstavuje
skupinu virti jednotného pivodu definovanou vyvojovou fadou vyskytujici se v urcité
ekologické nice®.

Kritéria pro nizsi jednotky, nez je druh, nejsou moc jednotna.

Kmen je definovan na zdklad¢ rozdilti v biologickych vlastnostech (virulence, patogenita,
prenos/Sifeni, okruh hostiteld ap.), ale i na sekvencni identité nukleové kyseliny.

Izolat piedstavuje populaci jednoho druhu viru, kterd se li§i v blize nespecifikovanych
vlastnostech od jinych populaci téhoz druhu.

Typ ptedstavuje populace jednoho druhu viru, kterd se li$i od jinych populaci v jedné konkrétni
vlastnosti: genotyp (fylogenetické odliSnosti) sérotyp (odliSnosti na zaklad€ sérologickych
vlastnosti viru), patotyp (odliSna patogeneze), topotyp (z urcité typické lokality) apod.

Subtyp je nizsi kategorii oproti typu, ale nékdy jej nahrazuje (napiiklad: virus klistové
encefalitidy (druh) se déli na 3 subtypy — evropsky, dalnovychodni a sibifsky).

Velikost viriont

Rozméry a tvar virt mohou byt znacné rozdilné. Napiiklad pikornaviry patii mezi nejmensi viry
s velice jednoduchou strukturou pfedstavovanou neobalenymi nukleoproteiny, pramér jejich
castic se pohybuje kolem 20 nm. U stfedn¢ velkych vird, mezi které patii napt. adenoviry nebo
retroviry, ¢ini primér 70-100 nm. K nejvétsSim viram naopak patii viry z ¢eledi Poxviridae o
délce virové castice 200-300 nm. Mimiviry jsou nejvétSimi znamymi viry. Jejich Castice
dosahuji velikosti az 400 nm v priméru, coz je velikost odpovidajici jiz malym prokaryottim.
Tycinkové viriony se vyskytuji zejména mezi rostlinnymi viry; délka ¢astice se pohybuje mezi
160 nm (Hordeivirus) az po 2000 nm (Carlavirus).

Porovnani relativnich velikosti zastupcu hlavnich skupin virQ
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Stavba virionu

Virova Castice (virion) je tvofena nukleovou kyselinou (RNA nebo DNA) predstavujici genom
viru obklopenou bilkovinnym obalem — kapsidou. Celkovy utvar tvofeny obéma slozkami se
pak oznacuje jako nukleokapsida. Zakladnimi strukturnimi jednotkami kapsidu jsou identické
polypeptidové fetézce — protomery. Protomery jsou nekovalentnimi vazbami navzajem
pospojovany v morfologické jednotky — kapsomery. Sestavovani virové castice probiha
spontann¢, bez piitomnosti extermich zdroji energie (proces autoagregace). Zpiisob
uspotradani kapsomer udava tvar kapsidu.

5 BASIC TYPES OF VIRAL SYMMETRY
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Adapled from Schaeler &1 al,, Mechanizm s of Microbial Disease

Kapsidy s kubickou symetrii

Tento typ kapsidy je odvozen od dvacetisténu — ikozaedru. Jednoduchy ikozaedr ma stény tvaru
rovnostranného trojuhelniku. Ikozaedr obsahuje dvanact vrchold, které sestavaji z kapsomer
slozenych z péti protomer — pentameri. Celkové je ikozaedr tvoten 60 kopiemi protomer. Jeho
stavba je vymezena podminkami osové symetrie typu 5:3:2. To ale omezuje velikost virové
Castice, a jak se ukazalo, vskutku vétSina virGh ma vice nez 60 protomer. Proto u vétSich virt
byvaji ¢astice poskladany z vétsiho poctu protomer. V takovém piipad¢ je trojihelnikova sténa
délena na urcity pocet mensSich ekvilateralnich ploch oznacovanych jako facety a vznika
mnohostén nazvany deltaedr. Pocet novych trojuhelnikovych stén je mozno odvodit pomoci
tzv. triangulaéniho &isla T z vyrazu: T=h’+hk+k’, kde h a k jsou celd &isla vétsi nebo rovna
nule. Pentamery vzdy obsazuji vrcholy ¢astice, proto je jich vzdy 12, ale pocet hexamerd miize
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byt riizny podle velikosti ¢astice. Hodnoty 4 a k vychéazeji z geometrického modelu viru a z postaveni
jednotlivych pentamer. Na mfizce sestavajici z pravidelnych trojuhelnikli se vynese arbitrarni bod jako misto
prvniho pentameru. V tomto misté se protinaji osy % a k, které navzajem sviraji uhel 60°. Pozice nejblizsiho dalsiho
pentameru pak udava velikost virionu a jeho umisténi vzhledem k osam % a k i triangulacni ¢islo podle vyse
uvedeného vzorce.
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Podle triangula¢niho ¢isla je pak mozno vypocist pocet kapsomer K (mofologickych jednotek)

1 protomer P (strukturnich jednotek) podle vzorcii: K=10T+2; P=60T.

Kapsidy se zavitnicovou (helikéalni) symetrii

Nejjednodussi formou uspotradéani pocetnych identickych bilkovinnych subjednotek je rotacni
symetrie. Takové viriony maji tvar tyCinky nebo vldkna a skladaji se z protomer spirdlovité
uspotfadanych kolem ortogonalni osy kapsidu. U viru tabadkové mozaiky, ktery je prototypovym
zastupcem této skupiny virt,, tvoii protomery ploché kotouCe spojené v zavitnicové
uspotadanou tyCku. Molekula RNA je spirdlovit¢ ulozena v kanalku tvofeném zlabky v
protomerach. Délku Castice udava délka RNA.

Kapsidy s binarni symetrii

Tento typ virové Castice se vyskytuje hlavné u bakteriofagli. Sestava z hlavy a biciku, jez jsou
vzajemné spojeny. Hlavova ¢ast mé kubickou, zatimco bicikova helikalni symetrii. Virova
nukleova kyselina je ulozena v hlavé bakteriofagu.

Viriony s vnéjSimi obaly

U nékterych virti je nukleokapsida uzaviena jesté do vnéjSiho lipidického obalu, resp. plaste.
Takové viry pak oznacujeme jako obalené. Vnéjsi plast’ je zpravidla tvofen dvojnou vrstvou
fosfolipid,, do niZ jsou vnofeny molekuly specifickych povrchovych bilkovin, napf.
glykoproteind, ukotvené v membran¢ hydrofébnimi interakcemi. Ty mohou tvofit vycnélky
(peplomery), jez se uplatiiuji ptedevsim pii adsorpci virionu na povrch hostitelské buniky, resp.
pii interakci virové Castice se specifickym receptorem na bunééném povrchu. Mohou ale plnit
1 rizné jiné funkce. Membrana byva odvozena od membran hostitelské burnky a virus ji ziskava
pii pruchodu pfes jadernou nebo plasmatickou membranu. Obalové proteiny jsou ale kodovany
virovym genomem. Svuj obal ziskdvaji pifi prichodu jadernou membranou napiiklad
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herpesviry; membranu z endoplasmatického retikula maji odvozenu napt. arenaviry, flaviviry,
bunyaviry nebo koronaviry. Pucenim pies cytoplasmatickou membranu ziskavaji svlij obal
napft. orthomyxoviry nebo paramyxoviry.

Komplexni virové ¢astice
Typickym piedstavitelem virG s komplexni stavbou virovych ¢astic jsou poxviry. To jsou
ovalné nebo cihlickovité viry dlouhé 200-300 nm, které sestavaji z vice jak 100 proteini.
Nukleoprotein je tvofen bikonkavni dieni obsahujici DNA. V konkavitach jsou ulozeny jedno
nebo dvé laterdlni téliska.

Morfogeneze virt
V pribéhu morfogeneze viru v hostitelské buiice 1ze rozlisit nékolik fazi:
1. Adsorpce virionu na hostitelskou buiiku pomoci virovych pfichycovacich proteint
(virus attachment protein, VAT), ptusobicich jako antireceptory
2. Vstup (penetrace) virionu do buiiky, obnazeni virové nukleové kyseliny
3. Reprodukce virionu v hostitelské burice
a. syntéza virovych bilkovin
b. replikace virového genomu
c. tvorbanovych virovych ¢éstic, jejich dozravani (maturace) a uvolnovani z buiky
Casovy tsek od adsorpce aZ po zahdjeni tvorby novych viriondl se oznaduje jako faze eklipse.
D¢élka replikac¢niho cyklu je u jednotlivych virt riizna a svoji délkou se lisi i jednotlivé faze
replikacniho cyklu. Replikacni cyklus napt. u viru chiipky trva 6 hodin, u herpesvirti 18 hodin
a u adenovirt az 24 hodin.

Asorpce

Pod pojmem adsorpce se rozumi ptichyceni virionu prostfednictvim virovych vazebnych mist
(Casto lokalizovanych na peplomerach) ke specifickym receptorim na povrchu hostitelské
bunky. Proces zacind ndhodnym stykem viriont s buiikou, pficemz k vytvofeni vazby mezi
vzajemné komplementarnimi misty na povrchu bunky a virové ¢astice vede jen jedno z ptiblizné
10°-10* setkani. Tento velice pfesny a specificky mechanismus vzajemného rozpoznavani
vysvétluje, pro¢ neékteré viry maji izky okruh hostitelli nebo maji afinitu jen k nékterym tkanim
a jiné viry mohou napadat Siroky okruh hostitelll a infikovat je systémové¢. Na povrchu virové
Castice se nachazeji vazebna mista, ktera jsou vétSinou tvotrena jednoduchymi nebo slozenymi
bilkovinami. Casto jsou lokalizovana na vyristcich v podobé hrotti (na peplomerach). Hroty
obsahuji vétSinou jeden nebo dva polypeptidické fetézce o priiméru 2-4 nm adélce 10-30 nm a
proménlivou sacharidickou slozku. Jestlize se takové viry (orthomyxoviry, paramyxoviry,
togaviry aj.) adsobuji na cervené krvinky, vyvolavaji jejich shlukovani ¢i aglutinaci. Podstata
této reakce oznacované jako hemaglutinace spociva v adsorpci viriond na erytrocyty, pri¢emz
muze kazdy virion svymi pocetnymi hemaglutina¢nimi hroty vazat nékolik bunék. Pti vzéjemné
interakce vétSiho poctu viriond a erytrocytll se mezi bunkami vytvaieji zaroven spojovaci
mustky, coz vede k aglutinaci. Hemaglutina¢ni reakci mize vyvolavat fada virt. Poprvé byla
pozorovana uviru chiipky,jehoz hroty jsou slozeny z glykoproteinu hemaglutininu a enzymu
neuraminidazy. V praxi se hemaglutinace vyuzivd v diagnostice virti a pfi stanoveni hladiny
antivirovych protilatek v krvi rekonvalescentii. Vzijemné pisobeni mezi povrchovymi
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bilkovinnymi strukturami virQ a erytrocyty se muze projevit téz hemadsorpci, pfi niz se Cevené
krvinky adsorbuji na butiky, které nesou na svém povrchu pouze hroty obsahujici hemaglutinin.
U neobalenych virti s kubickou symetrii, které nejsou vybaveny hroty, napt. u pikornavirt,
mohou plnit funkci vazebnych mist povrchové struktury uspotadané z kapsidovych bilkovin ve
tvaru mozaiky. Ke spojeni mezi virionem a hostitelskou buiikkou dochazi pfitom zpravidla
prostiednictvim vétSiho poctu vazeb.

Jako receptory virii se uplatiiuji pfedevSim liporoteiny nebo glykoproteiny. Buniky nesou na
svém povrchu receptory specifické pro rizné druhy virt. Pfitom se miize na povrchovych
utvarech jedné buiiky vyskytovat pro dany virus 10* az 10° kopii kazdého receptoru. Je nutno
podotknout, Ze buniky receptory neexprimuji primarné pro viry, ale ze tyto receptory plni
primarné jiné funkce. Nékteré bunikky mohou exprimovat urcité receptory jen v urcité Casti
ontogenetického vyvoje organismu.

Samotné spojeni virionu s hostitelskou buitkou nemusi jesté¢ nutné vést k infekci. Vzajemné
vazby mohou byt zpocatku slabé a revezibilni, takze virion se miize odpoutat z buné¢ného
povrchu. K irevezibilnimu spojeni dochazi az poté, kdyz se kromé receptoru zapoji do procesu
adsorpce dalsi vazebné struktury na povrchu bunécné membrany. Pocatecni stadium
vzajemného plsobeni viru s buitkou ma elektrostaticky charakter a zavisi na teploté, iontové
sile a pH prostiedi.

Vstup (penetrace) virionu do bunky

Penetrace virionu do bunky probihéd riznym zptisobem v zavislosti na fyzikaln¢-chemickych
podminkach tohoto procesu. Penetrace obalenych virti je zpravidla provazena ,,splyvanim*
vngjsiho virového obalu s buné¢nou membranou, neobalené viry pronikaji do buiiky vétSinou
procesem tzv. viropexe. Viropexe je proces, ktery piipomind receptorem zprostiedkovanou
endocytozu ¢i fagocytdzu. V prubehu penetrace virus ptichazi o svilj obal a posléze dochézi k
rozpadu i kapsidu. Mechanismus pronikani viriont do buiiky se lii také podle toho,zda jde o
viry, u nichz odpovida za syntézu novych virovych ¢astic pouze virovy genom nebo o viry, u
kterych se do téchto procesii zapojuji rovnéz jejich DNA- ¢i RNA-polymerdzy obsazené v
nukleokapsidu.

17



Uncoating within endosomes

Uncoating at the nuclear membrane

Uncoating at the plasma membrane

i

ﬂ\
o -4

Uncoating

l

Cytoplasm

Uncoating é

ol N
—_— » \7 =hi
g
Docking onto
~ nuclear
Nucleus

membrane
Uncoating

l

Cytoplasm

|
)
|

Cytoplasm

Cytoplasm

P & 208
Docking onto NS
nuclear

_ membrane Nucleus

Viriony vstupujici do bunky vyznamné ovliviiuji bunééné funkce. Projevem jejich plisobeni je
pfedevsim inhibice syntézy bunécnych nukleovych kyselin a bilkovin. Intenzita inhibi¢niho
ucinku zavisi ptitom na vlastnostech viru a hostitelské buniky a na multiplicité infekce (viz dale).

Reprodukce viru

1.
2.
3.
4.
5.

potlaceni bunéénych funkci, pfedevsim procest syntézy nukleovych kyselin a bilkovin
syntéza virovych mRNA a bilkovin

replikace virového genomu

morfogeneze virion

uvolnéni virionl z buiky

Pro celkovou charakterizaci mnozeni viru je dulezité, zda virovy genom je tvoien RNA nebo
DNA a na polarité vlaken. Syntéza virovych nukleovych kyselin je katalyzovana jak virovymi
enzymy, tak enzymy ptivodem z hostitelské buiiky.

Viry s genomem dsDNA (adenoviry, herpesviry, poxviry, papilomaviry, polyomaviry)
— transktipce probihd na fetézci (-)DNA, vznikd (+)ssRNA, kterd je nasledné na
ribozémech translatovana na proteiny. DNA viry musi zah4jit transkripci svého genomu
co nejdiive po infekci buiiky. Tento proces je obvykle nastartovan pomoci bunéénych
enzymu, kde hlavni roli hraje RNA polymeraza II. Syntetizované mRNA jsou pak
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prepisovany do Fetézcti Easnych (ranych) a pozdnich proteinii. Casné proteiny vznikaji
piekladem pavodni virové DNA, pozdni pak ¢asto z nové syntetizovanych fetézcti
virové DNA. AZ na vyjimky se musi virova DNA dostat do jadra buiiky, kde dojde k
jeji transkripci na mRNA.

Viry s jednotetézcovou DNA tvofenou pozitivnim nebo negativnim fetézcem. Pti virové
infekci se tvoti pfechodné dvouretézcova DNA oznacovana jako replikacni forma, jejiz
negativni fetézec se piepisuje na RNA.

. Viry s jednofetézcovou genomovou RNA o pozitivni polarité. (+)RNA muze slouzit
rovnou jako mRNA a piekladana do fetézce aminokyselin na bunéénych ribozoémech
bezprostfedné po pruniku do buiiky. Primarnim transla¢nim produktem je polyprotein,
ktery se §tépi na jednotlivé funkéni a strukturni proteiny. Stépeni polyproteinu je
zahdjeno jiz béhem translace a je zprostfedkovano autokatalytickou aktivitou virem
koédované protedzy. Virus si sam koduje RNA-dependentni RNA polymerazu, ktera
katalyzuje syntézu druhého vldkna RNA podle RNA templatu. Transkripci genomu
vznikd (-)RNA pres dvrouietézcovy RNA intermedidt. RNA o negativni polarité se
piepisuje opét do (+)RNA. Cast jejich molekul plni funkci mRNA, zatimco zbyvajici
molekuly vstupuji do nové vytvorenych kapsid.

Viry obsahujici celistvé nebo segmentované fetézce (-)RNA. Tato RNA nemiize byt
rovnou translatovana na ribozémech na proteiny. Nejprve se musi vytvofit (+)RNA, jez
vystupuje z¢asti jako mRNA a z¢€4asti je prepisovana do (-)RNA zacleniované do kapsidt
novych virionti. RNA-dependentni RNA polymerdza musi byt soucdsti virionu
vstupujiciho do buiiky, aby mohla negativni RNA pifepsat na RNA o pozitivni polarité.
Viry s genomovou (+)RNA piepisovanou do DNA. Transkripce se uskuteciiuje za ucasti
enzymu reverzni transkriptaza, ktery si virus pfinese do bunky spolu s virovou castici.
Piepisem RNA vznikd DNA, z ni pak mRNA a genomova (+)RNA novych viriont.
cDNA se nejprve v buiice vyskytuje jako DNA-RNA hybridni dvojvlakno. Nasledné je
RNA odbourana a je nahrazena komplementarnim vlaknem DNA za vzniku dvouvlédkna
DNA. Tato DNA se integruje do genomu hostitele za vzniku tzv. proviru. Virové
proteiny jsou syntetizovany na matrici virové mRNA, ktera vznika ptepisem z provirové
DNA. Kompletni kopie virové RNA, vzniklé piepisem provirové DNA, jsou rovnéz
pouzity jako kopie genomické RNA pro skladani novych viriond.

Replikace viroveho genomu
Baltimorovo schéma
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V pribéhu infekce hostitelské buiiky je zvyhodiiovana virova genetickd informace na ukor
bunécné genetické informace. Obecné miZzeme tvrdit, Ze virova informace se vyznacuje vyssi
afinitou vici translacnimu aparatu nez bunééné mRNA. Mimo zvyhodnéni translace virové
genetické informace je po infekci zpomalena nebo zastavena transkripce a replikace bunécné
DNA. Zatimco zastaveni transkripce je spojeno s inaktivaci specifickych transkripénich faktort,
inhibice syntézy bunécné DNA je vysledkem cCasné selektivni inhibice syntézy bunécénych
proteinti odpovédnych za replikaci.

Skladani viru, maturace, zrani

Utvareni nukleoproteinu a skladani viriont je v infikované buiice zahédjeno ve chvili, kdy bylo
vytvoieno dostate¢né¢ (nadlimitni) mnozstvi virovych nukleovych kyselin a proteini, a
pokracuje tak dlouho, dokud je infikovana buiika metabolicky aktivni. Proteinovy plast se
vytvaii vazbou virovych proteinti (kapsomer) nebo jejich aglomerdtl na nativni virovou
nukleovou kyselinu, kterou obaluje. Béhem skladani virové ¢astice jsou do virionu integrovany
dilezité funk¢ni proteiny. Ke vzniku virového nukleoproteinu dochézi v cytoplazmé, obvykle
v blizkosti cytoplazmatické membrany, nebo v jadie (vétSina zivociSnych DNA virt)). V
piipadé, ze se jednd o konecnou formu virové castice, miize dojit k integraci virovych
glykoproteini do povrchovych struktur a k uvolnéni virové Castice z buniky. Nukleoproteiny
obalenych vird jsou obvykle transportovany do mist zdrojt lipoproteinové membrany (jaderna
membrana, membrana Golgiho komplexu, cytoplasmaticka membrana). V misté obalovani jsou
v nadlimitni koncentraci pfipraveny virové glykoproteiny. Dochazi k interakci virového
nukleoproteinu s pfislusSnou membranou, a to prostfednictvim virovych glykoproteint, a k jejich
obaleni procesem analogickym exocytoze (puceni). Pfitom dojde k uvolnéni bunécnych

20



proteintt z lipoproteinové membrany a jejich nahrazeni viru specifickymi proteiny. Jiny
mechanismus uvoliiovani virovych ¢astic predstavuje zpisob, kdy se viry nahromadi ve velkych
bunécnych véacécich podobnych vakuoldm, ze kterych se uvolni po fuzi vacku s
cytoplazmatickou membranou. Jindy dochazi k lyzi celé buiiky a uvolnéni virovych castic do
extracelularniho prostoru.
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3. Zaklady patogeneze virovych nakaz

Viry se svou schopnosti mnozit se v citlivych (permisivnich) bunikach se jevi ve vztahu k
organismu jako patogeny. Souhrn jevli a procesd, které vedou k onemocnéni a urcuji
zékonitosti jeho rozvoje, se oznacuje jako patogeneze. Patogeneze je slozity proces zahrnujici
zpusob Sifeni nakazy, cesty vstupu viru do organismu a délku inkubacni doby. Do procesu
patogeneze patii také rozmnozovani viru, primarni patogenicka reakce organismu na zmény a
poskozeni buiiky virem, které predstavuji zakladni procesy determinujici dal§i patogenické
obrazy.

Po priniku viru do organismu se virus stfetavd s celou fadou reakci, které maji obranny
charakter. Tyto reakce vznikaji jako vysledek fylogenetického a ontogenetického vyvoje. Maji
specificky nebo nespecificky charakter.

Pro patogenezi virovych infekci je dilezitd i jeho virulence. Virulence je dana schopnosti viru
se mnozit v daném jedinci za projevil jeho poskozeni nebo onemocnéni, které se milize projevit
pouze v infikované buiice, tkani nebo na organismalni urovni. Virulence jako vlastnost viru je
zakodovana v jeho genetické informaci. Jedna se tedy o vlastnost, kterd se musi definovat vzdy
ve vztahu k infikovanému jedinci, ¢ili virulence jednoho viru miZze byt riznd pro rtzné
zivoc€isné druhy.

vysledkem je destrukce, ptipadné odumfeni buiiky, za sou¢asného uvolnéni novych virovych
castic.

Z klinického a epidemiologického hlediska se za virovou nakazu (infekci) povazuji vSechny
procesy, které probihaji v makroorganismu po jeho infekci virem, bez ohledu na to, zda maji
povahu klinickych projevii onemocnéni.

Virové onemocnéni je naproti tomu stav infikovaného organismu, ktery je charakterizovan
docCasnym nebo trvalym narusenim fyziologické funkce bunck, tkani nebo organti. Tyto zmény
vedou k vyvoji klinickych ptfiznak onemocnéni, tedy k chorobnému stavu. Virové onemocnéni
je tedy disledkem virové nakazy.

Na zéklad¢ klinickych projevil je mozné Clenéni virovych ndkaz na:

1. bezpriznakové (inaparentni), pii nichz je mozné infekéni virus v organismu nebo
sekretech prokazat, ale klinicky se takovy pribéh manifestuje jako abortivni. Muze
probéhnout u organismi se specifickymi protivirovymi protilatkami. Pfi infekci
organismu malo virulentnimi kmeny virdh mtize piejit i do chronické formy, jejiz
klinické ptiznakymohou mit proménlivy, tiebaze ve svych kone¢nych disledcich
Skodlivy charakter.

2. klinicky manifestni (zjevné, aparentni), které po uplynuti inkuba¢ni doby ptrechéze;ji
ve virové onemocnéni s typickymi klinickymi projevy. Ty mohou byt

a. akutni — jejich vyskyt je nejcastéjsi. Tyto ndkazy jsou charakteristické kratkou
inkubac¢ni dobou a klinickymi projevy rizného stupné. Po odeznéni choroby se
zpravidla neopakuji (pokud virus nepodléha rychlym antigennim zménam).
Zridka tyto nakazy ptechéazeji do chronického stavu. Ptikladem mize byt
chiipka, respira¢ni virové nakazy, poliomyelitida, encefalitida, enteralni virova
onemocnéni apod.
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b. chronické — tento typ ndkazy muze byt vysledkem klinicky skryté infekce
vzniklé v disledku inaparentni ndkazy (mén¢ Casto také jako nasledek akutniho
onemocnéni). Chronické infekce miizeme rozdélit na persistentni, latentni a
pomalé infekce. Latentni chronické ndkazy jsou charakterizovany perzistenci
viru nebo nekompletnich virovych ¢astic v nékterych bunkach. Klinicky projev
je tlumen riznymi mechanismy organismu. Teprve po selhani nebo naruSeni
téchto mechanismi (stres, zména imunologické rovnovéahy, hormonalni zmény
apod.) se nastartuje replikace viru s lokalizovanymi klinickymi projevy.
Chronicka ndkaza se pak projevi akutnim onemocnénim. Typickym pfipadem je
rekurentni herpes labialis nebo herpes zoster, jez se obcas projevi v akutni formé,
ackoliv jde vétSinou o inaparentni nakazu v raném détstvi, jez se udrzuje v
organismu v chronické form¢ prakticky po cely zivot. Klasickym piikladem
persistentni infekce je ndkaza virem lymfocytarni choriomeningitidy. V
takovém piipadé je organismus virem napaden dlouhodobé, vylucuje virus, ale
nema zadné klinické ptiznaky. Mezi pomalé infekce fadime napiiklad infekci
virem HIV nebo spalnicky.

Cesty priiniku viru do hostitelského organismu

Brany vstupu virtt do organismu nejsou nahodilé, ale jsou vysledkem dlouhého vyvoje. Lidské
télo deli od vnéjsiho prostredi tii typy hlavni epitelidlni bariéry: pokozka, respiraéni mukoza a
epitel traviciho traktu, a dva mensi: epitel genitdlii a o¢ni spojivka. Aby viry zdolaly tyto
bariéry, musi bud’ (1) infikovat bunky téchto povrchi, (2) zdolat tyto povrchy jinym zptisobem
(poskozeni, kousnuti hmyzem ¢i Zzivo¢ichem, injekce, transfuze ¢i transplantace), nebo (3) byt
pfeneseny z matky na potomka. Viry té€lo opousti ptfes tytéz povrchy, ne vzdy vSak toutéz
cestou, kterou se do organismu dostaly.

Exit Entry & Exit

Conjunctiva
Mosa
Kouth

Trauma

SKin lesion
Respiratony tract

Arthropod

Breast
Syringe

Alimentany tract

Anus

Genital tract

Lirinary tract

Infekce pres pokoZku
Neposkozena pokozka ma t€snou vné&jsi vrstvu rohovéjicich bunék. Tato bariéra brani télo pied
infekci, byva v8ak ¢asto poskozena pii zranéni ¢i inokulaci (napf. sdni hmyzu ¢i klistéte, injekce
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apod.). K pfenosu viru pomoci injekeni stiikacky mtze dojit nejen pii lékafském zakroku, ale
velmi Casto pii sdileni jehel mezi narkomany, tetovani, ¢i piercingu. Timto zplisobem jsou
nejCastéji prenaSeny viry hepatitidy B a C, méné Casto cytomegalovirus, virus Epsteina a
Barrové ¢i virus lidské imunodeficience (HIV).

Zdolani epitelialni bariéry pomoci vektora (pt. komar, klist¢) je typické pro fadu medicinsky
vyznamnych vird (mluvime souhrnné pak o tzv. arbovirech), mezi které fadime vétSinu
togavirti, flavivirti, rod Orbivirus, a vSechny bunyaviry s vyjimkou hantavirti. V takovém
ptipadé byva virus pfimo injikovan do malé krevni cévy.

Pouze nékteré z vira, které do téla vstupuji pres pokozku, opousti télo touto cestou. Nekteré z
virt, které vstupuji do téla respiracni cestou, jsou pak vyluCovany v mukédze ustni dutiny
(naptiklad spalnicky a dfive virus pravych nestovic) ¢i v slinnych zlazach (ptiusnice).

Infekce pres respiracni trakt

Ve vyspélém zapadnim svété predstavuje Sifeni vird pies respiracni trakt viibec nejcastejsi
zpisob §ifeni virt.. Primérny dospély ¢lovék vydycha zhruba 600 litrti vzduchu kazdou hodinu.
Jak hluboko viry do respiracniho traktu proniknou, je dano velikosti kapének, piipadné
prachovych ¢astic. Malé ¢astecCky (< 2um v priméru) prostupuji do hltanu a nékteré dosahuji
az plicnich sklipkt. Viry v kapénkach mohou iniciovat infekci v okamziku, kdy jsou zaneseny
az k bunkam respiracniho traktu. Mnohé respiracni viry mohou byt také pieneseny pomoci
kontaminovanych prstii nebo pfedmétt. Infekce respiracnimi viry muze byt lokalizovana na
respiracni trakt (pak zpisobuji nachlazeni, rymu, chiipku, faryngitidu, bronchitidu ¢i
pneumonii), ¢i mize prostoupit respiracnim traktem a piejit v generalizovanou infekci.

TABLE 48-2 Viruses That Initiate Infection via the Respiratory Tract

Site of Infection

Local respiralony inleclion

Generalized disease, usually
withaut initial respiratony
symplams

Infekce pres travici trakt

Family

Specifle Viruses

Orthomysovirdas
Paramyxoviridaa
Picomaviridag
Caranawvindag
Adarovividas

Herpasvindas
Papovawvindag
Farvaviridae
Faramyzovindas
Togaviridas
Picornaviridas
Bunyaviridae
Arenavirida
Pomviricas

Influgnza A and B vineses

Parainfluenza vineses, respiratory syncylial vines
Ahinoviruses, a few enlanoviresas

Mamy serotypes

Many sarolypes

Varicalla virus, EBV, gylomegalovinis

BE virus, JC virus

Erythema inlecticsum vins

Mumps virus, measles vins

Bubella virus

Some enterovinises

Hantaviruses

Lymphooytic choriomeningilis virus, Lassa fever vinus
Smallpox virus (in tho past)

Ackoliv je povrch traviciho traktu potencialné vystaven obrovskému mnozstvi viri, nevlidné
podminky v Zaludku a duodenu vétSinu z nich zlikviduji. Napiiklad viry, které obsahuji
lipidickou obalku, jsou obvykle inaktivovany v kyselém prostiedi, Zlu¢i nebo enzymy, které se
vyskytuji v zaludku a duodenu. K infekci ptes sttevo tudiz mize dojit jen v ptipad¢ virt, které
jsou odolné ptisobeni téchto extrémnich podminek. Tyto viry se mnozi v epitelu tenkého stieva
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a jsou vyluCovany ve vykalech. Takové viry byvaji Casto rezistentni viéi vnéjSim
environmentalnim podminkam a mohou zpiisobovat vodou ¢i potravinami Sifené epidemie. V
posledni dobé¢ se do této skupiny zacaly tadit i nékteré klasické sexudlné prenosné infekce (pf.
HIV), které se v tomto ptipad¢ dostavaji do téla diky poSkozeni mukézy rekta pii analnim
sexualnim styku, pfedev§im mezi homosexudlnimi muzi.

TABLE 48-3 Viruses That Initiate Infection via the Alimentary Tract

Site ef Infection Family Specific Viruses
Mauth or crophanyme
Powvirdae Monkeypox virus
Hermpesviridas HSY, EBY, cytomegalovirus
Intestinal tract
Producing enlanls Feoviridas Fetaviruses
Caliciviridae Morsalk agant and relatad vinses
Adencvindacs Several typas
Producing gensralized disease,
usually wilhout local symploms
Ficornaviridas hany enteroviruses including  polioviruses
and hepafilis A virus
Caliciviridae Hepatitis E virus
Usually symptomiess
Picomavindas Some enterovinises
Adenovinidas Some adenovinisoes
Reovindas Reoviruses
Caoranavirdae Coranavinuges {rarely}

Infekce pres genitalni trakt

Do této skupiny mizeme zatadit bézné sexualné pienosné infekce, jako je HIV, virus lidské T-
bunécné leukémie (HTLV-1) a ziejmé virus hepatitidy C. Do centra pozornosti se dostava
ziejmy genitalni pfenos papilomavirt, coby pivodcii nadoru délozniho ¢ipku. Genitalni 1éze
zpusobené sexudlné prenosnym virem herpes simplex, typ 2 (HSV-2) mohou zvysit
pravdépodobnost uspésného heterosexualniho pienosu viru HIV.

Mnohé¢ lidské viry jsou vylucovany v moc¢i lidi, ¢i v pfipad€ arenavirti a hatavirt moc¢i hlodavci.
Viry z mo¢i hlodavcl pak mohou vyvolat lidskou infekci po vdechnuti prachu obsahujiciho
virové casteCky (hemoragickd horecka v piipad¢ arenavirti a hemoragicka horecka s rendlnim
syndromem nebo hantavirovy pulmondrni syndrom v ptipad¢ hantavirt.)

Infekce pres rohovku

Nekteré viry mohou pfilezitostné infikovat rohovku piimo, ale konjunktivitida (infekce
rohovky) byva Castéji zpisobena coby vysledek generalizované infekce, kdy virus dosdhne
rohovky z krevniho fec¢isté (napt. spalnicky).
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TABLE 4B-4 \Viruses That Initiate Infection of the Eyes or Genitourinary Tract or Are
Excreted in Urine

Site Family Specific Viruses Disease

Oeular Adenoviridas Hurman bype B virus, and others
Herpesvindae HSV=1
Papviridae Vaccinda virus (accidental) onjunclivitis
Ficarnaviridas Entercvinus 70, coxsackiovinus AZ4
Paramyxoviridas Mewcastle disease vins

Ganital Paoxviridas Klolluscum conagiosum virus Mollusoum contagiosiem
Herpasviridas HEV-2 Genilal herpes
Cytomegalovinus Cangenital disease
Papovaviridag Human papillomavinuaes 16, 18, athers Genilal warls
Hepadnaviridae Hepatitis B vimus Hepatitis
Relroviridae HIW-1, HIV-2 AIDE

HTLW-1 Adull T cell-leukemiz

Flavivindasa Hapalilis C virus Hepatitis

Excretion in Hermpesuvindas Cylomogatovinus Giengralized disease

uring Togaviridas Rubella virus Rubalia

Paramyxoviridas beasles vinus, mumps viris Measlos, mumps
Hepadnaviridae Hepatitiz B vimnus Hepatitis
Aranaviridae Sewvaral aranaviruses Im wrine of redents
Bunyavindae Harmlavinises Iy wring of rodents

Vertikalni pFenos

Vertikalni pfenos znamend ptenos viru z rodicli na potomky a miize k nému dojit ptes vajicko,
placentu, béhem porodu nebo z matefského mléka. Mezi viry, které jsou schopné prostoupit
placentou, fadime virus zardének a cytomegalovirus, které mohou zptsobit defekty plodu a
t€zké novorozenecké infekce, a virus HIV.

Klasickymi pfipady vertikdlniho pfenosu viru u Zivocichl je virus lymfocytarni
choriomeningitidy u mysi, ktery je ptenosny v cytoplasmé vajicka a pies placentu, nebo virus
hlodav¢i leukémie (murine leukemia). Retroviry jsou pfenosné jednak diky zaClenéni jejich
cDNA (z RNA genomu) do genomu hostitele nebo vzacnéji (u ptakt) diky infekénim virovym
¢asticim pritomnym ve vajicku.

K vertikalnimu pfenosu cytomegaloviru miize dochdzet pomoci matetfského mléka. Dale mtze
byt cytomegalovirus, ale i herpes simplex virus, typ 1, pfenesen z rodi¢li na potomky
kontaminovanymi slinami.

Sifeni viru v hostitelském organismu

Viry mohou vyvoléavat lokalni nebo systémové onemocnéni. V druhém piipadé to znamena, ze
od mista primarni infekce se musi virus dostat k cilovému organu, v némz probiha vlastni
infekéni proces. Sifeni z mista vniknuti zavisi na povaze viru, tak i na vnimavosti nebo
rezistenci makroorganismu. U vnimavych organismi zavisi intenzita priniku viru do tkéni
pouze na virulenci viru. Do tkani se virus nedostane pouze tehdy, je-li organismus imunni (po
ptedchozi infekei stejnym virem) nebo pfirozené rezistentni.

U obratlovct je nejcastéjsi Siteni virti:

1. sliznicemi — pfi lokalni infekci (zasaZeni malé ¢asti sliznice) se predpoklada predavani
viru z buiikky na bunku. Naproti tomu rychlé zachvaceni vétSich usekl sliznice je spiSe
umoznéno ucasti povrchové tekutiny, kterd je uvadéna do pohybu Cinnosti fasinek. Nelze
vyloucit ani ti¢ast mezibunécné tekutiny.
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2. lymfatickymi cestami — Lymfaticky systém se na Sifeni viru z mista infekce miize
podilet dvéma zpusoby: (1) Slouzi k pfenosu viru z mista primarniho kontaktu (kiize nebo
sliznice), které mize byt u né€kterych virt i mistem primarniho pomnozeni. Odtud se virus $ifi
k cilovému organu lymfatickymi cestami. (2) Z lymfoidni tkan¢ ptechazi virus do kreve ¢i
krevniho fecisté, kterym je déle transportovan.

3. neuralni cestou — po nervovych vldknech nebo uvnitf jejich obald, jako je tomu u
vztekliny a poliomyelitidy. Postup viru mtize byt lyfatickymi drahami obklopujicimi neurony,
v tkanovych prostorech perineuria, epineuria nebo mezi nervovymi vlakny, podél nervu,
progresivni infekci bunék pojivové tkdné¢ nebo Schwannovymi pochvami. Je mozna i
kombinace nékolika mechanismii.

4. krevni cestou — Krevni ob¢h pfedstavuje hlavni cestu $ifeni viru. Virus v krvi cirkuluje
zpocatku v malych kvantech, mluvime o tzv. primarni virémii. Jejim prostfednictvim je
zanaSen k mistu sekundarniho pomnozeni. Zde dochézi v infikovanych bunkach k jeho
pomnozeni do takového mnozstvi, kdy uz je pak v krvi detekovatelny béznymi virologickymi
technikami. Mluvime pak o tzv. sekundani virémii. Hlavnimi zdroji viru pak byvaji krvi
bohaté organy, jako jatra, slezina a kostni deil. Do krve se virus vSak muze dostat i z cévniho
endotelu nebo lymfoidni tkane.

ZjednodusSené si 1ze proces patogeneze typické virové infekce predstavit asi takto: Virus infikuje
sliznici nebo podkozi v brané vstupu. Dale virus pronikd do lymfatickych cis, které prostupuji
infikovanou oblasti. Odtud se v malych davkach (primarni virémie) dostava do krevniho feciste,
pficemz je pomérné rychle vychytavan bunkami retikuloendotelidlni soustavy. K dal$imu
mnozeni viru dochdzi v téchto sekundarnich mistech virové replikace, odkud je virus jiz
uvolnovan ve velkém mnozstvi do krve a to vede k rozvinuti sekundarni virémie. Soucasné se
tak dostava do cilového organu.

Uvoliiovani viru z hostitelského organismu

Viry mohou byt vylu€ovany jiz v misté primarniho pomnoZzeni nebo v pfipad¢ generalizované
infekce sputem, krvi, slinami, moci, stolici, ¢i spermatem.

Snadné a rychlé vyluCovani je mozné prfedevSim z mistnich koznich 1ézi, zvlasté jsou-li
doprovazeny kozni nekrézou, jako je tomu u nesStovic. Podobné je tomu i pii nekroze
povrchovych bunék sliznic predevsim dychacich cest (napft. u chfipky). Toto snadné uvolnovani
virt vSak dava vSechny predpoklady pro velice rychly zptsob jejich Sifeni. Naproti tomu pfii
generalizovanych infekcich je vyluCovani viru zévislé na organech, v nichz dochazi k
sekundarnimu pomnozeni a probihé podstatn¢ pomaleji.

Ve slinach je mozné detekovat virus pfedevsim pii parotitidé.

Vylucovani stolici je charakteristické pro nékteré prikonaviry, ECHO viry, reoviry, adenoviry
apod. Do stieva se viry mohou dostat z tkani stfevni stény, z hornich ¢asti traviciho traktu, ale
1 z dychacich cest.

Vyluc¢ovani moci bylo prokazano u virt piiusnic, spalni¢ek, zardének, nékterych adenoviri ad.
Viry jsou vylu¢ovany moc¢i po dobu virémie. Jestlize exkrece vird moci trva delsi dobu, je
mozné predpokladat, Ze dochazi k pomnozeni viru v buiikach ledvin, ptipadné v jinych mistech
mocovych cest.
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4. Genetika a evoluce viru

Studium genetiky virG vychdzi ze dvou zékladnich pfedpokladi: je nutno izolovat geneticky
homogenni material a popsat jeho rizné genetické markery, jimiz Ize spolehlivé odlisit jedlitlivé
klony. Klon je mozné definovat jako geneticky homogenni materidl. AvSak i zde hraje
podstatnou roli stabilita. Klon nemusi zistat trvale absolutné homogenni. Béhem reprodukce
virll, zvlasté pii replikaci virového genomu mohou vznikat vice ¢i méné odlisni jedinci, ¢ili
mutanti. VEétSina dulezitych zmén v sekvenci nukleotidt virové nukleové kyseliny vznika prave
mutacemi. V mensi mife 1ze ziskat mutovany genom rekombinaci.

Mutace

Mutaci je mozné charakterizovat jako proces, pii kterém dochdzi ke zmén¢ primarni struktury
nukleové kyseliny. Dusledkem této zmény je vznik nového znaku. Uvéazime-li, Ze pfi virové
infekci se genom kazdé¢ Castice zreplikuje vice nez milionkrat, pak v populaci viru 1ze o¢ekavat
celou fadu genotyptl. V této souvislosti mluvime o tzv. qasispecies (kvazi-druh), coz je soubor
geneticky piibuznych variant vyskytujicich se v jedné virové populaci (naptf. v jednom
hostiteli). Prakticky vyznam nové vytvorenych genotypii bude potom zaviset na dvou faktorech:
1. zda vyslednd zména v polypeptidu mutantniho viru je selekéné ptizniva nebo zda je neutralni
¢1 nepiizniva; 2. zda se mutace uskutecniuje v casné nebo pozdni fazi infekce.

Mutace uskutecnované substitutci baze (bodové mutace) jsou pravdépodbné stejné u DNA virl
jako u prokaryotnich bunék, protoze mnoZzeni se obvykle uskute¢tiuje v jadru téchto bunék za
piitomnosti stejnych korekturnich mechanismil. Tyto chyby se vyskytuji pfi rychlosti 108 az
10 na jeden inkorporovany nukleotid.

Pro eukaryotické bunky nepfedstavuje RNA zdroj genetické informace, a proto neexistuje
diivod, pro¢ by obsahovaly korekturni mechanismy pro RNA molekuly. Studium RNA virt
naznacuje, ze mutacni rychlost virové RNA je velice vysoka, podstatné vys$si nez u virové DNA.
Pravdépodobné je vyssi nez 10" na nukleotidové zdvojeni, nebo 102 na molekularni zdvojeni
v 10 kb RNA viru. VétSina substitutci v RNA vSak mize byt letalni a genomy, které je obsahuji,
se v evoluci vytraceji.

Mutace mohou byt klasifikovany podle zmény v nukleové kyseling, vyvolané bud’to substituci
nebo deleci (velkou ¢i malou). Fyziologicky efekt mutace vSak nezavisi pouze na typu a
lokalizaci mutace, ale také na aktivité dalSich gent.

Klasifikovat 1ze mutace téZ podle fenotypové exprese, a to jako teplotné senzitivni, adaptované
k chladu, mutace v rozmezi hostitele, ve schopnosti tvofit plaky apod. Teplotn¢ senzitivnich a
k chladu adaptovanych mutant lze vyuzit pfi pfipravé oslabenych zivych virovych vakcin.
Mutace ovliviiujici antigenni mista (epitomy) mohou byt selektovany béhem reprodukce viru v
pritomnosti protilatky. Maji tedy podstatny vyznam nejen u organisml persistentné
infikovanych, ale také v epidemiologii.

Mutageneze

Mutace v pfirodé vznikaji jako ndhodné chyby pfi replikaci. Jejich frekvenci lze zvysit
vystavenim virioni nebo jejich nukleové kyseliny fyzikalnim faktorim nebo ptlisobenim
chemickych latek.
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Abortivni infekce a defektni viry

Virova infekce neni vzdy produktivni, tj. nevede k vytvoreni infekéniho potomstva. Tento jev
je oznacovan jako abortivni infekce a dochazi k nastoleni tohoto stavu v bunikach, které nejsou
pro dany virus permisivni. Takové bunky napiiklad postradaji nékteré enzymy nebo jejich
kofaktory, €i jiné nezbytné zalezitosti nutné k dokonceni replika¢niho cyklu.

Extrémni forma defekce se projevuje u bunck transformovanych nékterymi DNA viry. V tomto
piipadé¢ je ¢ast nebo cely virovy genom integrovan do genomu hostitelské buiiky a soucasné se
s nim také replikuje. Pfitom muze zde dojit k expresi ¢asti virového genomu kodujiciho syntézu
specifickych bilkovin, ale v konecné fazi neni produkovana infek¢ni ¢astice.

Geneticka interakce mezi viry

Jestlize dva rtizné viriony infikuji tutéz bunku, mize dojit k fad¢ genetickych interakci mezi
rekombinace a reaktivace.

Rekombinace je vyména sekvenci nukleovych kyselin mezi dvéma raznymi, ale obvykle
ptibuznymi viry. Reassortace (reassortment) — v tomto piipadé dochdzi k prohozeni celych
genomickych segmentt dvou virt soucasnég infikujicich danou burku.

Reaktivace je termin pouzivany pro piipady mnoZzeni virl, kdy dochazi k infekci buitkky dvéma
nebo vice virony téhoz kmene, z nichz kazdy ma letalni mutaci rizného genu.

Interakce mezi genovymi produkty virt

Komplementace je souhrn interakci mezi produkty virovych geni v mnohonasobné nebo
smiSen¢ infikované bunice, jez vede ke zvyseni produkce jednoho nebo vice typt vira. Na rozdil
od rekombinace nezahrnuje komplementace vyménu nukleovych kyselin, ale odrazi skute¢nost,
ze jedna virova Castice poskytuje genovy produkt, ktery druhé Castice neni schopna vytvaret.
Komplementace mize byt uskuteciovana i mezi neptibuznymi viry.

Fenotypové miSeni

Po smiSené infekci bun¢k dvéma viry s nékterymi spoleénymi znaky mize vétSina potomstva
nabyt fenotypovou charakteristiku obou rodi¢ovskych ¢astic, avSak genotyp zlistadva nezménén.
Casto mohou vznikat astice s antigenni mozaikou, ktera je determinovana riiznymi nukleovymi
kyselinami.

U neobalenych virti je pozorovano fenotypové miseni také tzv. transkapsidaci, pii které dochazi
k rozsahlym nebo uplnym zméndm kapsidu.

Polyploidie

S vyjmkou retrovirt, které jsou diploidni, jsou vSechny ostatni viry haploidni, tzn. obsahuji
pouze jednu kopii kazdého genu. U virQ, jejichz maturace je uskuteCiiovana pucenim pies
cytoplasmatickou membranu, se zjistilo, ze nékolik neuklokapsidii mlize byt uzavieno do
jediného obalu. Jestlize jsou bunky soucasné infikovany prikazné odliSnym kmenem viru,
potom prevazna ¢ast potomstva bude heterohaploidni. Na zaklad€ toho mize mit i fenotypoveé
smiSené povrchové antigeny.

5. Epidemiologie virovych infekci
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V predchozich kapitolach jsme se zabyvali viry z pohledu molekularni biologie, jejich
interakcemi s hostitelskymi buiikami, efektem virové infekce na jednotlivé organy, organoveé
soustavy ¢i infikovaného jedince. Nyni pfikro¢ime k otdzce vztahu virti a celé spolecnosti.
Termin ,,epidemiologie® je odvozen z fectiny a znamené néco na zpusob ,,studium toho, co je
mezi lidmi“. ,,Epizootologie* je odpovidajici termin tykajici se infekci postihujicich zvitata.

Definice
Prevalence — pocet ptipadli dané infekce (klinickych nebo subklinickych) zaznamenany v
daném case; vyjadieny jako ¢ast sledované populace.

Incidence je obvykle vyjadfovana jako pocet piipadl na tisic nebo sto tisic jedincti v dané
populaci za dany ¢asovy usek.

Termin ,,endemicky* oznacuje onemocnéni, které se konstantn¢ vyskytuje na urcité hladiné v
dané populaci. Mira endemnicity/endemicnosti mtize byt vysokd nebo nizka. Odpovidajici
termin v ptipad¢ infek¢nich onemocnéni zvifat je ,,enzooticky*.

Epidemie — oznacuje stav, kdy dojde k neobvyklému nartistu poctu ptipadi dané infekce v dané
populaci. Oznaceni ,,neobvykly* zdvisi na dané infekci — 100 novych piipadl spalnicek v
Londyné nelze pokladat za epidemii, zatimco 100 novych piipadi détské obrny na témze misté
by jist¢ za epidemii povazovano bylo. Ve veterinarni mediciné pouzivame termin
»epizoonoza“.

V prvé fadé je moznost vzniku hromadné nakazy v podminkéch vystavby velkomést, sidlist,
zéavodu, ale 1 rekreacnich a kulturnich zafizeni, kde na jednotku plochy piipada velky pocet
osob. Mezi podminky umoziujici rychlé Sifeni virové infekce patii zavedeni masové dopravy,
obzvlasté letecké, a velkochovy hospodatskych zvitat. DalSim faktorem podporujicim vznik
epidemii vyvolanych viry zejména v rozvojovych a hospodaisky zaostalych zemich je nizka
uroven zdravotnické a hygienické sluzby, dale pak podvyziva a hlad obyvatel téchto zemi.
Ohniska infekci, které se zde Casto vyskytuji, pfedstavuji také potencialni moznost jejich
pienosu 1 do hospodarsky a kulturné vyspélych zemi s hustym osidlenim. Vyskyt virovych
onemocnéni u ¢loveéka je podminén i ekologickymi vztahy a podminkami, naptiklad vstupem
do pfirodniho ohniska nékazy.

Pandemie je epidemie, kterd zasdhne vice kontinentli v soucasném case. Ve veterinarni
mediciné se pouziva korespondujici termin ,,panzoonéza‘.

Virové infekce zivocichtli prenosné na ¢loveka at’ jiz prostfednictvim pienaseci (vektorti) nebo
jinym zptisobem (poranéni, vdechnuti, potrava) patii mezi tzv. antropozoonozy.

Co zpisobuje epidemie?
Epidemiologie, to neni jen statistika a zapliiovani suchych tabulek; epidemiologie mé za cil se
zabyvat 1 nasledujicimi otazkami:
1. Predikovat trendy Sifeni onemocnéni. Napiiklad znalosti ohledné toho, jak se nemoci
Sitily diive, nam pomaha urcit, jaky bude zfejmé trend rozvoje epidemie.

30



2. Zavadét, zlepSovat a upravovat preventivni a kontrolni opatfeni (vakcinacni programy,
kontrola $ifeni vektort infekci, hygiena).

3. Hodnoceni u¢innosti riaznych preventivnich kampani na narodni i celosvétové urovni.

4. Pomahat zlepSovat diagnostiku. Znalost toho, jaké konkrétni infekéni choroby se
vyskytuji v daném Case v dané populaci, napomaha Iékaitim zvolit vhodné diagnostické
laboratorni testy a urcit spravnou diagnézu.

Metodika epidemiologie

Epidemiologie vyuziva dvou klasickych metodik — monitoring klinickych infekei a laboratorni
testovani. Ob¢é metodiky jsou velmi provazané a napojené na odpovidajici systémy sbéru a
vyhodnoceni dat.

Monitoring klinickych infekci

Peclivy monitoring infekei dal zéklad epidemiologii jako védecké discipling jesté davno pred
tim, nez byly bakterie a viry objeveny. Klasickym ptikladem je studium Sifeni cholery v
Londyné provedené Dr. Johnem Snowem v roce 1854, ¢ili davno ptredtim, nez bylo Vibrio
cholerae objeveno. Dr. John Snow sledoval, které vodovodni spole¢nosti zasobuji vodou urcité
casti Londyna, a tyto udaje porovnaval vyskytem onemocnéni cholerou. Urcil timto nejenom
to, Ze tato infekce je pfenasena vodou, ale odhalil i jednu konkrétni pumpu, ktera byla zdrojem
infekce a pfi¢inou rozsahlé epidemie.

Laboratorni testovani

Radu infekci je obtizné diagnostikovat Gisté na zakladé klinickych ptiznaki a navic velmi mirné
¢i subklinické infekce zlistdvaji nezaznamenany. Z téchto divodi je nutné provadet i klinické
testovani, které se zamétuje jednak na detekci viru, jeho nukleové kyseliny nebo antivirovych
protilatek u akutné¢ infikovanych pacientt a detekci specifickych antivirovych protilatek v bézné
populaci.

Serologicka epidemiologie

Tento termin poprvé pouzil John Paul, ktery prvné uvedl, Ze sérové protilatky ptredstavuji
bylo zjisténo, ze protilatky proti danému patogenu lze detekovat u mnohem vice lidi, nez kolik
jich prode¢lalo klinickou infekci. Tento fenomén byl pojmenovan jako ,,Spicka ledovce®, kde
cast ledovce nad vodou predstavuje klinické infekce, zatimco ¢ast pomotena pod vodou tu ¢ast
populace, ktera ma protilatky, ale nebyla klinicky nemocna.

Zajimavych vysledkt dosahl vyzkum, ktery probehl v letech 1949-51 na tfech mistech svéta
lisicich se socioekonomickymi faktory — v Kahife, Miami a na Aljasce a ktery se zabyval
detekci protilatek proti viru détské obrny. V Kaéhife bylo zjisténo, ze déti mladsi 6 mésicti maji
stale vysoky titr matetskych protilatek proti danému viru, pficemz jejich titr posléze klesa, ale
poté mnozstvi protilatek opét vzroste ndsledkem aktivace imunitniho systému pfi rané infekei.
Toto zjiSténi bylo piekvapivé, protoze klinické piipady détské obrny byly v Kahife prakticky
neznamé. Tudiz vSechny tyto déti reprezentovaly onu ¢ast ledovce, kterd je ponoiena pod vodni
hladinou. Rané vytvofeni dostate¢né protektivni hladiny protilatek je charakteristické pro
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spole¢nosti s nizkou trovni hygienickych podminek, kde se tento fekalng-ordlni cestou Sifeny
patogen rychle Sifi.

V Maiami, €ili misté s vysokym hygienickym a ekonomickym standardem, byla situace zcela
odlis$na. Zde ptichazeli pacienti do kontaktu s virem v pozd¢jSim veéku, coz vedlo k epidemiim
détské obrny pravidelné v intervalu 7-10 let.

Ve velmi izolovaném prostiedi na Aljasce se posledni epidemie objevila asi 20 let pied
provadénym vyzkumem, ale od t¢ doby témeét zadné nové piipady nebyly registrovany. U osob
mladsich 20ti let nebyly skoro zadné protilatky detekovany, ale naopak osoby starsi 20ti let
mély vysokou hladinu protektivnich protilatek.
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Fig. 7.3 Prevalence of poliomyelitis antibody in different
populations. Percentages of individuals with antibodies to
poliovirus type 2, surveyed during 1949-51. (Reproduced with
permission from Paul, J.R. and White, C. (ed.) (1973). In Serological
Epidemiology, p. 10. Academic Press, New York.)

Faktory ovliviiujici Sifeni infekci

Prvnim z faktorti ovliviiujici Sifeni infekce je stabilita ve vnéjSim prostfedi. Enteroviry jako
napiiklad virus hepatitidy A nebo virus détské obrny si ponechévaji Zivotaschopnosti i po
nekolika tydnech ve vodé nebo splascich, coz z nich €ini Gspésné vodou-pienosné patogeny,
kromé toho jsou velmi rezistentni ke kyselému pH, tudiz ptezivaji drsné prostiedi zaludku, jsou-
li pozieny spolecné s kontaminovanou vodu nebo potravinami.

Hostitelsky ramec je také dulezitym faktorem. Je-li primarnim nebo alternativnim hostitelem
savec nebo ptak, ma to jisté dilezité epidemiologické konsekvence. Nékteré infekce jsou navic
pfenaseny vektory — komary nebo klistaty.

Jisté i cesty, kterymi virus vstupuje do téla hostitele a jakymi se v ramci hostitelova téla §ifi,
jsou velmi diilezité. Velmi zavisi na schopnosti viru zdolavat itok imunitniho systému hostitele,
na jeho virulence a mutacni frekvenci, kterd miize determinovat schopnost viru stat se
rezistentnim vic¢i neutralizaénim protilatkdm nebo antivirové terapii, apod. Rychlost Sifeni
epidemie ovliviiuje i délka inkubacni doby — v ptipadé enteroviru 70 je inkubaéni doba asi 2
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dny, diky ¢emuz dochazi k rozvoji rychlych a rozsahlych epidemii, zatimco infekce virem HIV
ma inkubacéni dobu trvajici roky a tudiz tato infekce se §ifi relativné pomalu, ale o to vice
zakeiné.

Na sifeni virovych infekci maji bezpochyby podstatny vliv i environmentalni faktory a faktory
charakterizujici hostitele (v€k, etnicka skupina, genetické faktory, vyzivovy status apod.).

RozliSujeme dva hlavi zptisoby pfenosu patogent v lidské spolecnosti:

1. Sifeni z Clovéka na Cloveéka (sem patii predevSim viry, jez maji branu vstupu pies
respiracni trakt — virus chfipky, spalnicek, pfiusnic atd.)

2. viry nepfenosné piimo z ¢lovéka na clovéka — mnoho viri je prenasenych fekalnéoralni
cestou (virus détské obrny, hepatitida A), jiné pomoci bezobratlych vektorti (virus
klistové encefalitidy, dengue, Zluté zimnice, japonské encefalitidy, horecky zédpadniho
Nilu), ¢i pfi sexudlnim kontaktu (virus HIV, herpes simplex 2).
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Piimy horizontalni pienos virovych infekci

Nejcastéji se setkdvame s prenosem ndkazy formou kapénkové infekce (respiracni virdzy),
infekce Sifené zazivacim traktem (enterovirdzy) a s pfenosem piimym kontaktem.

Neékteré cesty prenosu virovych onemocnéni jsou uskutecniovany porusenim bariéry — kize,
naptiklad injekei provedenou ¢lovékem (pf. transfiize) nebo bodnutim clenovce. PoruSeni kiize
¢lenoveem ma z epidemiologické stranky mnohem vétsi vyznam nez vSechny ostatni zplisoby
pfenosu kuzi. Prenos v takovém pifipadé mize byt Cist¢ mechanicky nebo spojeny s
pomnoZenim viru v organismu pirenasece. Schopnost viru rozmnozovat se v tkénich ¢lenovce
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nestaci vSak k tomu, aby se doty¢ny ¢lenovec stal rovnou pirenaseCem. Nékteré viry se sice
rozmnozuji v téle komard, ale nejsou schopny pronikat pies sténu stieva. Jindy se virus v
koméaru mnozi, ale neni schopen proniknout do jeho slinnych Zlaz.

Ptenos virt ¢lenovci je vysoce efektivni zplisob Sifeni. Viry tak pomérné snadno prekonévaji
mezidruhové bariéry, nebot jeden pienaSec se miize zivit na vrub tak rozdilnych zivocichi jako
jsou ptaci, plazi, savci aj.

Primy vertikalni pienos virovych infekci

Ptenos virové infekce od jednoho hostitele ke druhému, at’ uz v ramei jednoho druhu nebo mezi
druhy, se oznacuje jako horizontalni. Naproti tomu vertikdlnim zpiisobem pienosu se rozumi
piedavani infekce z pokoleni na pokoleni. Nejcastéji je vertikalni prenos uskuteciiovan infekci
plodu, ptes cytoplasmu vajicka a placentu nebo mlékem.

Nepiimy prenos virovych infekei

Nepiimy pienos se muze uskuteCnit tfeba formou prachovych cCastic, na které je virus volné
navazan. S témito ¢asticemi se pak vdechnutim nebo potravou dostava virus do organismu. Z
prirodniho ohniska se viry mohou dostat do pudy, vody, prachu, mlé¢ka, masa apod. Infek¢nost
virt v rezervoarech nakazy je ovlivnéna celou fadou faktorti. Mezi nejdulezitéjsi nalezi faktor
Casu — doba, ktera uplynula od vylouceni viru do ptdy, vody,prachu, a dale faktory chemické
(pH prostiedi, ptitomnost riznych latek) a fyzikalni (teplota, vysuseni, UV zateni apod.).
Dychaci cesty jsou nejéast&ji branou vstupu respira¢nich virt. Usty pronikaji do organismu
predevsim viry enterické, ale i fada jinych. Na nepfimém zplisobu pfenosu se téz miize podilet
1 hmyz, kdy napt. mouchy pienesou virovou infekci z pfirodniho ohniska na potravu Zivocicht.
V zivoc€isném organismu se virus pak za¢ne mnozit a vyvold onemocnéni.

Epidemie v uzavirené komunité

Tento zplsob epidemie lze vyborné demonstrovat na ptikladu epidemie spalnicek, ktera
probéhla v roce 1846 na Faerskych ostrovech. Obrazek ilustruje izolovanou komunitu osob, z
nichZ vétsina se nikdy nedostala do kontaktu s danou infekei a je tudiz k infekci vnimava. Sipka
na obrazku oznacuje osobu/osoby, které zavlekly tuto infekci na ostrov. Inkubac¢ni doba tohoto
onemocnéni je asi 2 dny, tudiz se infekce zacala rychle §ifit v naivni populaci. Za 12 tydna
infekci prodélalo témét veskeré obyvatelstvo ostrova, coZz mélo za nasledek témét 90%
seropozitivitu. PovSimnéte si, Ze nekteré pripady predstavovaly slepy konec (dead-end), ¢ili
neptenesly infekci na dalsi lidi.
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Endemické infekce

Vratme se zpatky k obrazku, jez ilustruje porovnani seropozitivity proti viru détské obrny v
ruznych ¢astech svéta. V Kahite se vétsSina déti nakazila v dobé, kdy nakaza vede obvykle pouze
k bezptiznakovou infekci. Zatimco v Miami zhruba jen polovina populace piisla do styku s
virem pred dosazenim dospélosti, ¢ili velka ¢ast populace byla vystavena viru détské obrny az
v dospélosti, tedy ve veéku, kdy se infekce manifestuje jako velmi zdvazné onemocnéni.

Nosokomialni nakazy

Nosokomidlni nakazy vychdzi z toho paradoxu, ze mnozi lidé pfichazejici do nemocnice za
ucelem svého vyléceni se tam nakazi jinou, leckdy vaznéjsi infekei. K takové infekei mtize dojit
nejen nasledkem tésného osobniho kontaktu riznych pacientt, ale téz pies predméty spole¢ného
uzivani (splachovadlo na toaletg), ¢i l1ékaiskymi néstroji a pfistroji. Slozitost modernich
pfistroji ¢asto znemozituje jejich €innou desinfekci. Kromé toho nemocni¢ni prostiedi byva
promoieno patogeny, které jsou rezistentni k antimikrobidlnim I€ékim a desinfekénim
prostiedktim.

Riziko nosokomialni ndkazy mutze byt snizeno diislednym dodrZzovanim hygienickych pravidel
pacienty a nemocni¢nim persondlem, uzkostlivym dodrzovanim Cistoty ve vSech nemocni¢nich
prostorach, udrzovani Cistych klimatizacnich Sachet, izolaci infekénich pacienti ¢i naopak
pacientl s imunodefektem, omezenim doby hospitalizace na nezbytné minimum atd.
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6. Rezistence organismu proti virové nakaze

V priabéhu fylogenetického vyvoje se u makroorganismi vytvoftila soustava obrannych reakci,
které umoziuji eliminovat organismu cizi latky (antigeny) pronikajici do jeho buné¢k a tkani.
Mobilizace obranného systému ptedstavuje proces, v némz se spolecné¢ uplatnuji faktory
specifické a nespecifické, bunééné i humoralni. Obecné lze fici, Ze protivirova imunita se u
zivocicht v fad¢ aspektt lisi od imunity, jez se projevuje pii protozoalnich, bakteridlnich a
houbovych onemocnénich. Tyto odliSnosti zapfi¢inuji zejména dva fakty: 1. viry jsou striktné
intracelularni patogeni, 2. obrannd reakce musi byt aktivovana proti dvéma formam existence
viru v hostiteli — mimobunééné (klidové) a intracelularni (vegetativni) forme.

Obranné mechanismy spocivaji zejména v branéni reprodukce viru, nikoliv v ni¢eni samotnych
virovych ¢astic. Jde zejména o potlaceni ranych fazi reprodukéniho cyklu — adsorpce a priiniku
viru do bunky. Blokovani téchto fazi se uskuteciuje piredevsim protilatkami. Jestlize jiz virus
pronikl do buiiky, 1ze jeho dalsi produkci zabranit interferonem, ktery buiika za¢ne produkovat.
Rovnéz zvysena teplota téla vede k naruseni syntézy nc¢kterych komponent novych virovych
¢astic, ptipadn€ k zabranéni vylucovani vira z jiz infikované burky.

Pfirozena odolnost

Pfirozena odolnost je schopnost organismu zachovat si i po virové infekci fyziologické funkce,
které zabranuji vzniku ptiznaki nemoci. Genetické zdklady ptfirozené rezistence jsou zatim
malo prozkoumany. Predpoklada se, ze spociva v bunétné rezistenci, kterou lze vysvétlit
nepiitomnosti receptori pro viry na povrchu buiky. Dal$im moZznym mechanismem je
neschopnost bunky uvolnit virovy genom z bilkovinného obalu a umoznit tak zahgjeni
reprodukéniho cyklu.

Ptirozena rezistence neni neménnd, ale miize byt ovlivnéna fadou faktori, mezi které patii vek,
hormonalni hladina, vyzivovy stav, stres a trauma a dalSi faktory nespecifické rezistence
zahrnujici reaktivni, bariérové a exkrecni mechanismy.

Stafi organismu ovliviiuje nejen jeho vnimavost k virové infekci, ale 1 celkovy prab¢eh a klinické
projevy onemocnéni. VSeobecné plati, ze mlady organismus je podstatné vnimavéjsi k virové
infekci, avSak nékteré infekce u dospélych ¢i starych jedinct probihaji ve vyrazné tézsich
forméach.

Co se hormonalnich faktori tyce, je znamo, ze kortizon a kortikosteroidy podstatné zvySuji
vnimavost na virovou infekci. ZvySend hladina kortizonu mé za nésledek sniZzeni zanétlivé
reakce, coz se projevi snizenim kapilarni a venozni dilatace. Tim se omezi nebo i zastavi vazba
protilatek na antigen a tvorba membranového komplexu. Mimoto se do zna¢né miry omezuje
prinik leukocytl do mista virové infekce a nedochazi tak k vytvoreni granulacni tkané.

Stres a trauma se projevuji oslabenim imunitnich reakci a snizenim tvorby interferonu. Zaroven
podporuji rozmnozovani virt a zvySuji vnimavost organismu k virové nakaze.

Reaktivni (nespecifické) mechanismy se uplatiiuji zejména v ranych fazich infekce, kdy jeste
nejsou piitomny specifické protilatky. Radime mezi né: celkovy adaptaéni syndrom (obecna
reakce na jakékoliv podrazdéni), mistni adaptacni syndrom (v misté¢ mnozeni viru se objevuje
C-reaktivni protein, alfa-globuliny, hexozamin aj.), horecka (omezuje replikaci virii), bariérové
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mechanismy (tvofené neporusenymi povrchovymi strukturami nékterych tkani a organt a
ptredstavujicich mechanickou piekazku), fagocytodza a interferony.

Interferon

Interferony predstavuji dilezity obranny mechanismus organismu proti virové nakaze. Prvni
interferon byl izolovan v roce 1957 Isaacsem a Liedenmannem jako protein z bunék
chorionalantoidni blany kufeciho zarodku infikovaného chiipkovym virem. Tato bilkovina byla
produkovana bunikami infikovanymi virem a slouzila k ochrané zdrarvych bunék proti infekci
stejnymi nebo piibuznymi viry.

Lidské interferony klasifikujeme do tfech skupin: alfa, beta a gama.

Interferony alfa a beta nejsou produkovany konstitutivné ve vyznamném mnozstvi, ale jejich
tvorba je indukovana virem. Interferon (IFN) gama je atypicky tim, Ze je produkovéan pouze
lymfocyty a je mozno tudiz na n¢j pohlizet jako na lymfokin.

Interferony neinaktivuji piimo virové ¢astice ani jejich nukleové kyseliny, nybrz zasahuji az v
urcitych etapéach reprodukce viru v bunice. Pfitomnost interferond neptisobi na adsorpci ani na
prunik viru do bunky. Nejdiive se IFN vaze na specificky receptor, ktery je spole¢ny IFN alfa
a beta, ale jiny pro gama. Navazanim IFN na bunécny povrch je odstartovana cela fada
biochemickych reakei. V jejich pribéhu je indukovana exprese nejméné 3 enzymi: (2°-5°
oligoadenylatsyntetaza, ribonukledza L a 73K proteaza. Aktivovana 2-5 oligoadenylat syntetaza
katalyzuje syntézu neobvyklého oligonukleotidu z ATP. Oligonukleotid pak aktivuje
endoribonukleazu ¢ili RNazu L, ktera pisobi destrukéné na mRNA, coz vede k inhibidi syntézy
virovych bilkovin u bunék infikovanych viry. Po aktivaci 73K proteinkinazy dvoutetézcovou
RNA dochazi rovnéz k inhibici syntézy bilkovin, av§ak odliSnou cestou.

Tvorba IFN neni zdvisla na virulenci virii. Produkci je mozno zaznamenat i v pfitomnosti
inaktivovanych virovych castic. Je mozné tedy predpokladat pouze nepiimou zavislost mezi
schopnosti viru indukovat syntézu IFN a jeho virulenci. Plisobeni IFN na imunitni systém je
rozmanité a nékdy ziejme protichiidné.

Interferon je povazovan za univerzalni prostiedek protivirové obrany makroorganismu se
Sirokym spektrem UCinnosti, nabizi se proto moZznost jeho terapeutického vyuziti. Lécba
virovych onemocnéni Clovéka aplikaci exogenniho interferonu ma ur¢itd omezeni. Mezi
pivodu. Jako efektivni k ptipravé lidského interferonu se ukazuje pouziti leukocytii. Takto
pfipraveny preparat je prakticky bez vedlejSich G€inkt a ¢lovek jej velmi dobie snési.

Specificka protivirova rezistence (imunita)

Jestlize se virus dostane do organismu, pusobi jako antigen a vyvolavd imunitni odpoveéd
organismu. Tato odpovéd muze byt bud’ protilatkova (humoralni) nebo bunécna. Protilatkova
imunita je spojena s tvorbou protilatek za ucasti B-lymfocytl, kdezto buné¢na je podminéna
produkei T-lymfocytt.

Protilatkova humoralni aktivita

Specifické protilatky produkované organismem proti virim nalezeji do skupiny globularnich
bilkovin nazyvanych imunoglobuliny. Imunoglobuliny jsou vylu¢ovany imunokompetentnimi
buikami, B-lymfocyty, pfi tésném spoluplisobeni T-lymfocyti a makrofagi. Tvorba
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Blymfocytd probihd u savct v kostni dieni. B-lymfocyty nesou na svém povrchu receptory
imunoglobulinové povahy, tak i receptory pro komplexy antigen-protilatka. Vyznam
imunoglobulinovych receptori spoc¢iva v tom, Ze jsou schopny rozpoznavat ptislusné antigeny.
Z velkého poctu B-lymfocytl produkuje pouze ¢ast protilatky proti antigenu jednoho urcitého
druhu. Tyto bunky pak pfesné¢ rozpoznaji ptisluSny antigen, pokud se znovu dostane do
organismu a na jeho pfitomnost odpovi zvySenou tvorbou protilatek. Takové buitky oznacujeme
jako pamétoveé.

Imunoglobuliny u ¢lovéka rozliSujeme do péti trid: IgA, IgD, IgE, I1gG a IgM. IgG piedstavuji
hlavni protilatky séra. Jsou také jediné, které maji schopnost prostupovat placentou a
zabezpecovat tak novorozenci protilatkovou ochranu béhem prvnich mésict zivota. IgA jsou
hlavnimi imunoglobuliny matetfského mléka a také sekretu dychaciho a traviciho traktu.

IgM se tvofti jako prvni protilatky po styku organismu s antigenem. Jsou syntetizovany podobné
jako IgG plasmatickymi buitkami sleziny a lymfatickych uzlin. Jejich polocas v organismu je
ale v porovnani s IgG kratky.

Dalsi detaily naleznete ve vyukovém textu ke kurzu Imunologie.

Bunécné imunita

Bunééna imunita souvisi s produkci bunék, které se vytvareji v kostni dieni a jejich dalsi vyvoj
je uskutecnovan v thymu (brzliku). Lymfocyty produkované v tomto misté se nazyvaji T-
lymfocyty. Biologickd funkce T-lymfocyth mtze byt bud’ aktivni nebo pomocnd. Tlymfocyty
rozpoznavaji nosnou cast antigenové molekuly. Na podnét antigenu se zacnou rychle
rozmnozovat a zachyti jeho pfevaznou ¢éast. S vnesenym antigenem se potom stfetnou B-
lymfocyty, u nichz antigen stimuluje procesy déleni a diferenciace na lymfoblasty a predev§im
na plasmatické bunky. Tyto maji schopnost vytvaret a vyluCovat do prostiedi protilatky, jimiz
je antigen neutralizovan.

Buné¢na imunita ma vyznam predevsim u téch virovych nakaz, kdy se virové antigeny ziskéavaji
v pribéhu rozmnoZovéani viru z bunécnych membran, tedy u obalenych virG. Detaily ve
specializované prednasce z Imunologie.
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7. Chemoterapie virovych infekci

Pro selektivni antivirotikum (= virostatikum) je nezbytné, aby inhibovalo virovou replikaci pii
podani takové davky, kterd neni Skodliva pro hostitele. Soucasna schvalena antivirotika jsou
cilena ptredevsim proti herpesvirim, retrovirim a v mensi mite proti rhinovirim.

Zakladni mechanismy

Vzhledem k tésnému provazani virové replikace s norméalnim metabolismem buiiky neni
jednoduché nalézt takové latky, které by preruSily virovou replikaci, aniz by zasahly do
bunééného metabolismu. Snahou je tedy antivirové latky cilit va¢i virové specifickym
procesim (napft. reverzni transkripce), které v normdalni buiice neprobihaji, ¢i viaci virovym
enzymum strukturné a funkéné vyrazné odliSnym od odpovidajicich enzymi buiiky.

Obecné lze, jak uz jsme si tekli diive, rozdé€lit virovy replikacni cyklus do deseti kroka: 1.
adsorpce, 2. penetrace, 3. rozbaleni ¢astice, 4. rana transkripce, 5. rané translace, 6. replikace
virového genomu, 7. pozdni transkripce, 8. pozdni translace, 9. sestaveni ¢astice, a 10. uvolnéni
novych c¢astic z buiiky. Adsorpce, penetrace a rozbaleni virové ¢astice jsou typickymi piiklady
kroki, které jsou dobrym cilem antivirotik, nebot’ analogy téchto procest se u normalnich bunék
neodehravaji. Mezi replikacni kroky, které jsou fizeny virusspecifickymi enzymy, fadime
transkripci +ssRNA do DNA (katalyzovanou enzymem reverzni transkriptdza u retroviri),
replikace DNA (katalyzovand DNA polymerazou herpesvirit), nebo proteolytické Stépeni
virovych prekurzorovych proteinti (katalyzovano proteazou viru HIV).

Schvalené antivirové preparaty

Mezi antivirové latky, které byly formalné schvaleny pro klinické pouziti, patfi amantadin,
rimantadin, ribavirin, idoxuridin, trifluridin, vidarabin, acyclovir, ganciclovir, foscarnet,
zidovudin, didanosin, zalcitabin, stavudin, famciklovir a valaciklovir.

Zadny z momentalng dostupnych antivirovych preparatil nebyl vyvinut cilen& jako vysledek
molekularniho designu, pouze s vyjimkou souc¢asnych HIV protedzovych inhibitort. SpiSe se
nejprve ukazalo, Ze dana latka mé inhibi¢ni ucinek vic¢i danému viru, a to leckdy spise jako
vysledek nahody.

Antivirové latky Ize rozdélit do dvou kategorii: 1) latky, které piimo interaguji se svym cilem a
2) latky, které musi byt nejdiive uvnitt buiiky aktivovany naptiklad fosforylaci do své aktivni
formy. Latky, které nevyzaduji aktivaci, jsou napiiklad amantadin, rimantadin, foskarner a
virové proteazové inhibitory. Tyto interaguji pfimo se svym cilem (bréni virové adsorpci,
penetraci, rozbaleni, HIV-1 reverzni transkriptdze nebo HIV protedze). Na druhou stranu,
vSechny nukleosidové analogy, které jsou aktivni jako antiherpetické latky (acyklovir,
ganciklovir, penciklovir...) nebo néckteré anti-retrovirové latky (zidovudin a jiné
dideoxynukleotidové analogy) musi byt nejdiive aktivované béhem tfech po sob& jdoucich
fosforylaénich krokt nez mohou interagovat se svym cilovym enzymem (herpesvirovou DNA
polymerdzou nebo retrovirovou reverzni transkriptazou). Trifosfaty nukleosidovych analogt
poté kompetuji s normalnimi substraty pro DNA polymerdzu nebo reverzni transkriptazu.
Mohou tedy inhibovat inkorporaci pfirozenych substratii (tj. napt. dTTP a dGTP) do nové
vznikajiciho DNA vldkna nebo jsou samy do nového vldkna zaclenény. Inkorporace acykloviru,

39



zidovudinu a nékterych jinych dideoxynukleosidi do DNA vede k terminaci elongace, tudiz
tyto latky slouzi jako termindrory replikace/transkripce.

V piipadé, kdy je zahrnuta fosforylace, antivirova selektivita mize byt zesilena pfitomnosti
virem-kodovanych thymidin kindz. Virus herpes simplex a VZV takovou virové specifickou
thymidin kindzu koduje. Acyklovir je pak vybornym substraitem pro forsforylaci timto
enzymem, ale slabym substrdtem pro normalni bunééné thymidin kinazy. Tudiz k jeho
fosforylaci a nasledné aktivaci dochazi preferen¢né v infikovanych buiikach.

Problémy antivirovych latek

Jak jiz bylo uvedeno vyse, pouziti v soucasné dobé dostupnych antivirotik je limitovany kvuli
jejich toxickych vedlejsim efekttm. Cim je antivirotikum vice selektivni (a tudiz majici
potencialné mensi vedlejsi ucinky), tim je jeho pouziti vice omezeno, napiiklad jen na konkrétni
virus. Dale vzhledem k tomu, Ze antivirotika jsou cilena na nékterou z fazi virového
replikacniho cyklu, nejsou schopna postihnout latentni fazi né¢kterych virovych infekei (napf.
herpesvirové ¢i retrovirové).

Lécba virovych infekci by méla byt zapocata velmi zahy, predtim, nez dojde k ireverzibilnimu
poskozeni tkan¢€. Takto rand terapie vSak nebyva vzdy mozna bez rychlé a v€asné diagnostiky,
ktera je pro fadu virt obtizna (naptiklad infekce respiracniho traktu).

Velkym problémem je vznik rezistentnich mutant, které se Casto objevuji velmi zdhy po
zahdjeni antivirové terapie.
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TABLE 52-1 Treatment, Dosage, and Indications for Use of Antiviral Drugs

Drug

Dosage Examples
{From Literature)

Indication

Anti-rnyxovirus drugs
Amantadine
Rimantadine
Ribavirin

Anti-herpesvirus drugs
Idexuridine
Trifluridine
Vidarabing

Acyelovir

Gancic|ovir
Foscarnet

Famciclovir
Valaciclovir

Anti-retrovirus drugs
Zidovuding
Didanosine
Zalcitabine
Stavudine
Interferon o

200 mg/d, PO
200 mg/d, PO
20 mag/ml, aerosol (3-6 days), topical

0.1% eyedrops, topical
1% evedrops, lopical
3% aye cintment, topical
12 ma/ka/d (10 days), IV
15 mg/kg/d (10 days), IV
10 ma/kag/d (7 days), IV

3% eye ointment, topical

5% cream (ointment), topical
5 x 200 mg/d (5-10 days), PO
15 mg/kgdd (7 days), IV

30 mg/ka/d (10 days), IV
15-30 mg/ka/d (10 days), 1V
4 x 200 mg/d, PO

30 ma/ka/d (7 days), IV

5 x 800 mg/d (7 days}, PO

2% 5 mo'ka/d (14-21 days), IV
{induction)

3 x 60 ma/kald (14-21 days), IV
{induction)

3 x 250, 500 or 750 mg/d (7 days), PO

3% 1000 mg/d {7 days), PO

3 % 200 mg/d, PO

2 x 125, 200 or 300 mgfd, PO

3 x 0.375 or 0.75 mgfd, PO

2 % 30 or 40 mg/d, PO

1 x 10° units intralesionally Swiw x 3w
5x10° units S.C/LM. 3x/w x 4m
3x10% units S.C/LM. 3xfw x 6m

Influenza A
Influenza A
REV infection in infanls

Herpetic keratitis

Herpetic keratitis

Herpetic keratitis

Herpetic encephalitis

Meonatal herpes

YZV infection in immunocompromised
palients

Herpetic keratitis

Primary genital herpes

Primary and episodic ganital herpes

HSV infection in immunocompromised
patients

Herpetic encephalitis

Meonatal herpes

Prophylaxis (recurring HSV infection
in immunocompromised patients)

VZV infection in immunocompromised
patients

Herpes zoster

CMY infection in immunocompromised
patients

CMY infection in immunocompromised
patients

Herpes zoster

Herpes zoster

AIDS and AIDS-related complex
AlDS and AlDS-related complax
AIDS and AlDS-related complex
AIDS and AIDS-related complex
Condyloma acuminalum
Hepatiti= B

Hepatitis C
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TABLE 52-2 Activity Spectrum of Major Antiviral Compounds

Compound

Virus family

Viruses®

Wiral penetration inhibitors
Amantadine,® Rimantadina®

Viral nucleic acid synthesis inhibitors
Ribavirin®

[doxuridine®, Trifluridine®

Vidarabing®

Acyclovir®, Valaciclovir®, Famciclovir®

Ganciclovir®

Zidovudine®, Didanosine®, Zalcitabing®,
Stavudine”

Lamivuding [3'-thiacytidine, 3TC)®

Foscarnet®

Bromavinyldeoxyuriding {(BVDU)

Acyclic nucleoside phosphonates
HPMPC®

PMEA"

Mon-nucleoside reverse transcriplase
inhibitors (MNRTIs)

Viral adsorption inhibitors
Polyanions
{Polysulates-, sulfonates-, carboxylates,
-axomeatalates, etc.)

Viral protease inhibitors
Saguinavir, Ritonavir, Indinavir
Virus unceating inhibitors
Oxazolinyl isoxazale and piperazinyl
pyridazine derivatives

Orthomyxoviridas

Orthomyxoviridas
Paramyxaviridae
Arenaviridas
Herpesviridae
Herpesviridag
Herpesviridae
Herpesviridae
Retroviridae

Retroviridae
Hepadnaviridag
Herpesviridae
Hepadnaviridae
Retroviridas
Herpesviridag

Adenoviridae
Herpesviridae
Poxviridae
Papovaviridae
Herpesviridae
Hepadnaviridae
Retroviridae

Retroviridas

Herpesviridag
Retroviridae

Other enveloped viruses

Retroviridae

Picornaviridae

Influenza A virus

Influgnza A, B, and C viruses
RSY measles virus

Lassa virus, Junin virus

HSW, W2V

HSY, W2V

HSY, w2V

HSY, VZV, Ciy, EBY, HHV-6
HIY

HIV

HEY

HSVe, V2V, CMV, EBV, HHV-6
HEY

HIv

HSVY-1, VZV, EBV

Adenowvirus

HEWe, WZV, OV, EBY, HHV-G
Yaccinia virus

HPV

HSVe, vZY, CWY, EBY, HHV-6
HEBY

HIv

HIv

HSWe, CMY
HIV

HIV

RBhinovirus

"EBV, Epstein-Barr virus; HHV-8, human herpes virus type 6; HPV, human papilloma virus; for other viruses, see text.
tFormally approved for human use. (3TC for treatment of HIV infection}

*Including TK (thymidine kinase-deficient) mutants that have become resistant to acyclovir.

“HPMPC, Hydroxyphosphonylmethoxypropyleytasine {Cidofovir, Vistide).

*PMEA, Phosphonylmethoxyethyladenine (Adefovir),



TABLE 52-3 Mechanism of Action of and Main Targets for Major Antiviral Compounds

Compound Intracellular Activation Steps Main Target for Antiviral Action
Amantadine, rimantadine Mane Penetration, uncoating and assembly
Ribavirin Phesphorylation to 5'-mone and tri- Inhibition of 5'-capping of viral
phosphate by cellular enzymes mBRNA; inhibition of IMP defiydrogenase
Idoxuridine Phosphorylation to 5'-triphosphate Incorporation into DMNA
by cellular enzymes
Trifluridine Phesphorylation to 5'-moenephosphate Inhikxition of thymidylate synthase
by cellular thymidine kinase
Vidarabine Phosphorylation to 5'-triphosphate Incorparation into DNA and inhibition
by cellular enzymes of HSV DMA polymerase
Acyclovir, Penciclovir FPhosphorylation to monophosphate DMA chain termination

by HSV-zpecified thymidine kinase,
and then to di- and triphosphate by
cellular enzymes
Ganciclovir Pheosphorylation to monophosphate Inhibition of viral DNA polymerase
by ChMV-specified protein kinase and
ta triphosphate by cellular enzymes

Zidovudine, Didanosine, Phosphorylation to 8'-triphosphate Inhibition of reverse transcriptase;
Zalcitabing, Stavudine, by cellular enzymes DMA chain termination
Lamivudine and other dideoxy-

nucleosides
Foscarneat Mone Inhibyitior of viral DNA polymerase

and of reverse transcriptase

Bromovinyldeaxyuriding Phesphorylation to §'-diphosphate Inhibition of viral DNA polymerase
by HEV-1-speciiied thymidine and incarporation into viral DMNA
kinase and then to 5'-triphosphate
by cellular enzyme(s)

Acyclic nucleoside Phesphorylation to diphosphoryl Inhibiticn of viral DNA polymerase;
phosphonates (HPMPC, PMEA) derivatives by cellular enzymes DMNA chain termination
WNRTIs Mone HIV-1 reverse transcriptase
Polyranions MNone Viral adsorption
Viral protease inhibitors None HIV protease
Oxazolinyl isoxazole and MNaone Viral uncoating
piperazinyl pyridazine
derivatives

“alaciclovir acls as prodrug of acyclovir,
“Famciclovir acts as prodrug of penciclovir.

Amantadin a rimantadin

Klinické pouziti amantadinu a rimantadimu je omezené pro profylaxi a ranou terapii infekce
virem chiipky A. Protichfipkova profylaxe je indikovdna u imunodeficitnich pacientli, osob
alergickych na komponenty chiipkové vakciny, nevakcinované ¢leny domécnosti, kteti jsou v
kontaktu s vysoce rizikovymi pacienty, a dlouhodobé nemocné pacienty v zafizenich, kde
propukly epidemie chiipky A. Amantadin je znam pro své vedlejsi uCinky postihujici centralni
nervovou soustavu, jako jsou halucinace a desorientace, které vedou napiiklad ke zvySenému
riziku nebezpecnych padl. Rimantadin zpiisobuje méné vedlejsich ucinkli nez amantadin, je-li
podan ve stejné davece (200 mg/den, peroralné). V populaci viru chiipky A byly zjistény kmeny
rezistentni jak k amantadinu, tak rimantadinu.

Ribavirin
Ackoliv je ribavirin u¢inny proti orto- i paramyxovirim, je ve form¢ preparatu Virazole
schvalen pouze pro lécbu infekci kojencli zpiisobenych respiratornim syncitialnim virem
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(RSV). Lék se podava ve formé aerosolu (prumér kapének 1-3 pm); je tedy aplikovan s cilem
zasahnout dolni respiracni trakt. Aerosolové podani vede k rychlému zastaveni Sifeni viru a
odeznéni symptomu bez znamek toxicity.

Acyklovir, valaciclovir a famciklovir

Acyklovir (Zovirax) piedstavuje hlavni prilom v 1é¢bé herpetickych infekci. Hlavni indikace
pro jeho uziti jsou primarni genitalni herpes, herpeticka encefalitida a HSV a VZV infekce u
imunoruprimovanych pacienti. Mize byt uzit topicky, intravendzné nebo peroralné (po oralnim
uziti je vSak jen 20% absorbovéano). Mistn€ mize pomoci i pfi 1é€bé labidlniho herpesu. HSV a
VZV muze proti acykloviru vyvinout rezistenci, zejména u imunokompromitovanych pacienti.
Valaciklovir (Valtrex) a famciklovir (Famvir) pfedstavuji dva dal$i preparaty pro peroralni
1écbu HSV VZV infekci. Hlavni indikace v tomto ptipad¢ je herpes zoster.

Ganciklovir, foskarnet

Ganciklovir (Cytovene) je 1ékem pro cytomegalovirové (CMV) infekce u pacientii s AIDS nebo
jinymi imunodefekty. Vykazuje velmi slabou biodostupnost po ordlnim podani (jen 3%) a je
tudiz vétSinou podavan intravendézné. Ze vSech raznych klinickych manifestaci
cytomegalovirové infekce u imunosuprimovanych nejlépe na terapii reaguje cytomegalovirova
retinitida. Mezi nejcastéjsi vedlejsi komplikace patii granulocytopenie (neutropenie) a
trombocytopenie. Foskarnet (Foscaviru) je dal§im lékem uzivanym pro 1é¢bu CMV infekci,
zejména CMYV retinitidy, u imunokompromitovanych pacienti. Podava se intraven6zné.

Zidovudin

Zidovudin (Retrovir, AZT) je licencovan pro pacienty s HIV 1 a 2. Brani dalSi progresi
onemocnéni, snizuje mortalitu a snizuje frekvenci oportunistickych infekci. Nicméné, pfi
dlouhodobé;jsi 1é¢be se objevuji rezistentni HIV mutanty. AZT je dobfe absorbovano po ordlnim
podani (60%). Mezi tézké vedlejsi efekty patii megaloblastickd anémie a leukopénie; v
takovych ptipadech je nutno terapii AZT zastavit.

Truvada, 1€k, ktery se v soucasné dobé poziva k terapii AIDS a vyvinuty Prof. Erikem De
Clercgem, je kombinaci dvou antiretrovirovych chemoterapeutik: 300 mg tenofoviru a 200 mg
emtricitabinu. Tenofovir i emtricitabin je nukleosidové analogy inhibujici ¢innost reverzni
transkriptazy viru HIV. Mezi vedlejsi efekty patii bolesti hlavy, zvySeni krevniho tlaku,
nevolnost, zvraceni, vyrazka, ztrata apetitu, zvySena hladina jaternich enzyma. Tento 1¢ék také
muze zpusobit laktazovou acidozu, ktera se miize projevit bolestmi ve svalech a slabosti.

8. Vakcinace proti virovym nakazam

Prvni vakciny, které byly proti virovym ndkazdm vytvofeny, byly vakcinami proti pravym
nestovicim a vzteklin€. Mezi dal$i milniky v historii antivirovych vakcin fadime vyvinuti zivé
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atenuované vakciny proti Zluté zimnici produkované na infikovanych kufecich embryich, proti
détské obrné a dal§im virovym nemocem, které byly produkovany na bunécnych kulturach, a v
posledni dobé vakciny proti fad¢ dalSich infekci, které sestavaji z virovych proteint, at’ uz
purifikovanych nebo vytvoreny rekombinantni technologii, nebo zalozené Cisté na inokulaci
DNA plasmidd.

Vakcina Zdroj viru Forma Podani Poznamky
Lymfa ze Dnes jiz jen ve zvlasStnich
skarifikované Atenuovana Skarifikaci
Vakeinie  zyijieci kize f
p ipadech
Imunizovani ptislusnici armady
Z.luta- Kufteci embrya Atenuovana  i.m. Dlouhodoba imunita
zimnice
Inaktivovana, Vzhledem k antigenni variabilité
Chripka Kufeci embrya 1m. kazdorocné nové typy; 70%
podjednotkova ochrana
Buiiky opici ledviny
. nebo ) ..
Polio lidské diploidni Inaktivovand  im.
bunky
Atenuovana  p.o. Vysoce u¢inna
Bunky kutecih.
Spalnicky LY Kurectho Atenuovana
embrya
Zardénky Ll(}Ske diploidni Atenuovand  i.m. Trojvakcina
buiky
Bunky kutecih:
Piiusnice LY Kurectho Atenuovana
embrya
Vzteklina Zviteci mozek Inaktivovand  i.m. Postexpozi¢ni profylaxe
Lidské diploidni . . )
blll(;{; diploidni Inaktivovand  im. Pre- a postexpozi¢ni profylaxe
Hepatitida quske diploidni Inaktivovand  im.
A bunky
Inaktivovana,
Hepatitida B Lidské sérum 1m.
podjednotkova
Kvasinky, Podjednotkovéa i.m. Rekombinantni vakcina
rekombinant

Produkce protivirovych vakcin

Vétsina vakcin byla odvozena od zivych vira, které byly atenuovany (oslabeny) nejriiznéjSimi
zpusoby. Tyto vakcinacni kmeny jsou vybirdny na zakladé nutnosti dobré imunogenity, ale
ztraty patogenity. Takové vakcinacni kmeny musi byt také geneticky stabilni, €ili riziko reverze
na virulentni fenotyp musi byt minimalni.
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Navzdory recentnimu pokroku metod molekularni biologie a genetického inzenyrstvi je dosud
vétsina vakcin produkovana tradi¢nim zplisobem, tj. na bunéénych kulturach, cili technologii,
kterd byla vyvinuta pied vice nez pilstoletim. Ve 40. letech minulého stoleti John Enders se
spolupracovniky poprvé pozoroval, ze virus détské obrny je mozno kultivovat v podminkéch in
vitro v kultufe bun¢k opicich ledvin, které se snadno péstuji v laboratornich podminkach. Toto
zjisténi bylo odménéno Nobelovou cenou. Jejich objev, spolecné¢ s objevem antibiotik
inhibujicich rist kontaminujicich bakterii v bunécnych kulturdach, dal zelenou vyvoji
efektivnich antivirovych vakcin.

Zakladni pozadavky pro vhodnou bunécnou linii pro mnoZzeni vakcinaéniho kmenu jsou mj.
dobra dostupnost a snadna kultivovatelnost, minimdlni riziko potencidlni onkogenicity,
genetickd stabilita a nepfitomnost dalSich skrytych virovych infekci. Zprvu se pouzivaly
zejména bunééné linie riznych savci, ale posléze vzhledem k identifikaci velkého mnozstvi
endogennich retrovir ptipadné dalSich virt, které by mohly byt potencidlné nebezpecné, se
zaCaly pouzivat spiSe bunky piimo lidské. Tyto lidské buiky jsou obvykle diploidni s
omezenym poctem bunécénych délenti, tak, jak je to pfirozené. NejCastéji uzivané linie WI-38 a
MRC-5 jsou odvozeny z abortovanych lidskych plodid, coz se ovSem nardzi na etickymi
principy.

VétSina atenuovanych vakcin byla vytvofena pro RNA-viry (virus détské obrny, spalnicky,
piiusnice, zardénky). To neni ndhodné, protoze RNA-viry zkratka postradaji editacni
mechanismus pfi transkripci. To znamena, ze béhem kazdého cyklu replice, trvajiciho feknéme
8 hodin, takovy RNA-virus mize vyprodukovat az 500 rlznych mutant na 10.000 kopii
parentalniho kmene. A jak jiz pozoroval Pasteur, n¢které z t€chto mutant mohou byt méné
virulentni nez parentalni virus. Takové oslabené mutanty mohou byt néasledné selektované,
napiiklad pasaZovanim v bunéénych kulturach nebo v laboratornich zvitatech. Jinym zptisobem
je pasazovani viru pii nizsi teploté (28-30°C), které umozni selekci termoseznitivnich nebo na
nizsi teplotu adaptovanych mutant, které se mnozi preferencné pfi téchto teplotach.
Porovname-li atenuované mutanty s parentalnim virem, vétSinou nachazime jen nizky pocet
mutaci. Naptiklad porovnanim vakcinacniho kmene a parentalni viru détské obrny typu 1 bylo
nalezeno jen 55 substituci z celkového poctu 7441 bazi; pouze 21 substituci vedlo ke zméné v
aminokyselinové sekvenci. V ptipadé viru détské obrny typu 3, pouze 10 nukleotidi bylo
zménéno a pouze ve trech pripadech doslo ke zméné¢ aminokyseliny. Atenuovany poliovirus
typu 3 mize tedy snadnéji revertovat na ptivodni virulentni virus. Moderni atenuvané vakciny
proti chiipce maji obvykle minimalné deset mutaci, z nichz se vzdy alespon jedna nachazi v
kazdém z osmi virovych genl. Diky pokroku na poli molekuldrni biologie a genového
inzenyrstvi je mozno dnes vytvaret definované atenuované vakciny. RNA genom viru mize byt
reverzné transkibovan na DNA, ta mutovana a vpravena do builky, kde dojde k transkripci
virové mutantované RNA.

Mrtvé vakciny

Chemicka agens jako formalin nebo beta-propiolakton jsou uzivany k inaktivaci virt diky jejich
schopnosti chemicky kroslinkovat pary bazi v RNA nebo DNA viru. Mezi klasické mrtvé
vakciny patii Salkova vakcina proti viru détské obrny, vakcina proti vztekliné ¢i chiipce.
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Problémy virovych vakcin

Ackoliv je vyvoj efektivnich protivirovych vakcin jednim z nejvétSich tspéchti biomedicinsko
vyzkumu, pfesto se vynotily na svétlo svéta nékteré velmi vazné, ale nastésti vzacné problémy.
Ptikladem takového neocekdvaného problému muze byt vakcina proti RSV, kdy nékteré z
imunizovanych déti ndsledné onemocnély dokonce vaznéjsi formou nemoci, nez tomu bylo u
jejich nevakcinovanych spoluzakd, ktefi se evidentné nakazili stejnym virem vyskytujicim se v
daném kolektivu. V tomto piipadé zfejmé vakcina iniciovala nadmérnou produkci IgE proti
jedné z virovych peplomer.

Jinym problémem atenuovanych vakcin je riziko zpétné reverze mutanty na piivodni virulentni
virus, jako je tomu pozorovano v piipadé vakcin proti chiipce a détské obrné. Incidence
postvakcinaéni obrny je asi 1 ptipad na 300.000 davek.

N¢ékdy je urcitym problémem 1 zplisob podéani a naCasovani vakciny, jako je tomu u atenuované
trivakciny MMR  (spalnicky, pfiusnice, zardénky). Ackoliv i jedna davka vakciny vytvari
imunitu v 90% ptipadech, bylo doporuceno podavat davky dveé détem ve véku 12-15 mésict, ¢i
kdykoliv pozd€ji. MMR vakcina dramaticky snizila incidenci téchto tfech onemocnéni,
nicméné bylo zaznamenano, Ze tato vakcina zpusobuje také rtizné komplikace, od horecnaté
reakce po podani, azZ po zavazna onemocnéni (autismus, Crohnova choroba), coz vedlo k
zahdjeni hlasité anti-MMR kampané. Komplikace pravdépodobné vznikaji diky ,,zahlceni*
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imunitniho systému u malych déti. ReSenim by mohla byt vakcinace ve tiech oddélénych
davkach (kazdy virus zvlast), coz ale narazi na dalsi problém — mezi podanim davek by musel
byt urcity casovy odstup, ktery by ale vystavoval déti nechranéné proti tém zbyvajicim virim
po pfili§ dlouhou dobu (coz se dokonce uz v nékterych piipadech stalo, kdy byla zaznamendna
zvysena incidence infekci zbyvajicimi viry v prubéhu vakcinace. Tento zplisob vakcinace ale
neni povolen, byt se nékdy provadi). Je nutno zdiiraznit, ze kolem této problematiky se Casto
objevuji velmi zkreslené a dokonce pifimo 1zivé radoby odborné informace, zejména na
internetu.

Vakciny by mély byt skladovany pii 4°C a nemély by byt nikdy mrazeny. Zejména zivé vakciny
jsou nachylné k teplotni inaktivaci. N¢které jsou distribuovany ve formé lyofilizovaného
prasku, ktery je ptred aplikaci rozpustén ve sterilni vodé. Vakciny, které nemohou byt
lyofilizovéany (jako tfeba oralni poliovakcina) musi byt transportovany ve specidlnich chladicich
boxech, které obsahuji teplotni senzory, indikujici vychylku teploty oproti doporu¢enym
teplotam. Oralni poliovakcina je aplikovana v podobé kapek, vétSinou na kostce cukru. VSechny
ostatni soucasné¢ uzivané vakciny, at' uz zivé nebo inaktivované, se podavaji injekéné
intramuskularné.

Nové pristupy ve vyvoji antivirovych vakcin Geneticky konstruované vakciny

Virové geny kddujici imunogenni proteiny nebo jejich ¢asti mohou byt klonovany do plasmidi
a ty pfeneseny naptf. do bunc¢k kvasinek nebo bakterii a v tomto arteficialnim prostiedi
produkovany ve velkém mnozstvi. Timto zptisobem je napiiklad produkovana vakcina proti
hepatitidé B. Virové geny je mozno také klonovat do jinych systémi, véetné hmyzich nebo
rostlinnych.

Velmi slibny zpisob je klonovani virového genu do genomu jiného velkého DNA-viru (virus
vakcinie, adenovirus), ktery je oznacovan jako zptisob ,, Trojského koné*. Timto zpiisobem byly
klonovany geny kodujici imunogenni proteiny napi. viru vztekliny, chfipky, HIV nebo
hepatitidy do TK lokusu genomu viru vakcinie. Inserce nové genetické informace navic
vétSinou atenuuje pivodni virus. Po inokulaci do kiize se virus vakcinie mnozi a soucasné
produkuje proteiny kodované zaklonovanym genem.

Kratké peptidy

Nekteré virove epitopy sestavaji prakticky jen z nékolika aminokyselin, tudiz je mozno Gspésné
uzit jen tyto kratké useky k vakcinaci. Takového kratkého peptidu se vyuziva napiiklad u
vakcinace dobytka proti viru slintavky a kulhavky. Teoreticky by bylo mozno vytvofit
konstrukt, kde by byly pospojovany epitopy rtiznych virti v jeden imunogenni protein, ktery by
indukoval imunitni odpovéd’ proti nékolika virtim soucasné.

DNA vakciny

Virova DNA, pokud je injikovana do organismu, penetruje do epitelidlnich bunék a je
transkribovana a translatovana s vyuzitim bunéénych mechanismii. Tyto nové syntetizované
virové proteiny jsou nasledné vystavovany na povrchu buiiky pomoci MHC-1 molekul stejné,
jako se tomu d¢je u bunék virem normaln¢ infikovanych. Takova virova DNA tedy mtze slouzit
jako atenuovanad vakcina. Virovda RNA miize byt transkribovdna na DNA pomoci enzymu
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reverzni transkriptaza a takovd DNA injikovana do kiize. DNA vakciny jsou v souasnosti
pfedmétem intenzivniho vyzkumu, zejména v piipadé HIV.

Adjuvans

Adjuvans mohou prolongovat a zesilit imunitni odezvu organismu vici inaktivovanym nebo
podjednotkovym vakcindm. Pro pouziti v humanni medicing je v soucasné dob¢ povolen coby
adjuvans pouze hydroxid hlinity. Pfedmétem vyzkumu jsou potencialni adjuvans, ktera by
stimulovala imunitni systém pfes Toll-like receptory, které jsou pfitomné na povrchu
makrofagl a dendritickych bunék.

Podobné agregace virovych proteinli pomoci molekul saponini nebo zaclenéni virovych
proteini do lipozému spolu s peptidy kyseliny muramové (soucast bakterialni stény) muize
stimulovat imunitni odpovéd'.

Vakciny a verejné zdravi

Vysledkem masivnich ockovacich kampani béhem poslednich dvou desetileti se incidence
zejména détskych nemoci dramaticky snizila. Nemoci jako détska obrna, spalni¢ky a zardénky
jsou dnes jiz témét nezndmé v rozvinutych zemich. Néktefi neuvazlivi rodi¢e proto své deéti
odmitaji davat ockovat (u nas nastésti je stale povinnost zdkladniho ockovani ddna zakonem;
pokud né€kdo ockovani odmitne, pediatr je povinen tento piipad hlésit spadové hygienické
stanici, kterd mtize daného rodic¢e pokutovat; neockované dit¢ napiiklad nemize nastoupit do
Skolky), protoZe se domnivaji, Ze je velmi malé riziko, Ze by jejich dité pfislo do kontaktu s
patogenem a snazi se tim tak snizit riziko nezadoucich reakci na vakcinu. Nicméng¢ je tfeba mit
na paméti, ze zijeme v globalnim svéte, kde patogeni cestuji spolecné s lidmi a mohou byt
snadno kamkoli zavleCeny a tam nadélat u nevakcinovanych jedinci velké problémy.
Paralyticka détska obrna ¢i spalnicky se stale vyskytuji naptiklad v Jizni Americe, Asii a Africe.
Tyto viry mohou a jsou importovany do dalSich zemi vcetné téch evropskych a
severoamerickych. Dokud existuji rezervoary infekce kdekoliv na svété, jejich import do
,virus-free* zemi zstdva konstantnim problémem.

Povinna oc¢kovani v CR

Vék Nemoc
4. den az 6.
tyden Tuberkuldza

Zaskrt, tetanus, davivy kaSel a invazivni onemocnéni vyvolané

Haemophilem influenzae typu B (1. davka) a virova hepatitida typu B (1.
9. az 12. tyden davka) 10.
tyden az 18
meésic Détska prenosnd obrna (2x po 8 tydnech v bieznu a kvétnu)

Zaskrt, tetanus, davivy kasel a invazivni
onemocnéni  vyvolané Haemophilem influenzae typu B (2. ddvka) a virova hepatitida typu B
(2. 13. az 16. tyden davka)

Zaskrt, tetanus, davivy kaSel a invazivni onemocnéni vyvolané
17. az 20. tyden Haemophilem influenzae typu B (3. davka)
33. az 36. tyden Virova hepatitida typu B (3. davka)
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14,5. meésic az
30. mésic Détska prenosnd obrna (2x po 8 tydnech v bieznu a kvétnu)
15. mésic Spalnicky, ptiusnice, zardénky (1. ockovani)
18. az 20. mésic Zaskrt, tetanus, davivy kasel (4. davka)
21. az 25. mésic Spalnicky, ptiusnice, zardénky (2. ockovani po 6 — 10 mésicich)
5. rok Zaskrt, tetanus, davivy kasel (pfeoCkovani)
Virova hepatitida typu B (u déti, které nebyly ockovany v prvnich mésicich
12. rok zivota)
13. rok Détska prenosnd obrna (pieockovani)
14. rok Tetanus (pireockovani, dalsi vzdy po 10 — 15 letech)

Ockovani a cestovani

Pied cestou do zahrani¢i, zejména do rozvojovych zemi svéta, doty¢ny by mél podstoupit
preventivni ockovani. Volba konkrétnich vakcin by méla byt konzultovdna s ockovacim
centrem nebo klinikou cestovni mediciny. O¢kovani proti zluté zimnici je vhodné pfi cestovani
do endemickych zemi, nékdy je dokonce povinné. Profylaktické ockovani proti vztekling
nebyva doporucovano, vyjimku tvoii pouze piipad, kdy clovék cestuje do endemické oblasti,
kde se bude vyskytovat po delsi dobu. Cestujici do zemi tetiho svéta by méli byt o¢kovani proti
hepatitidé A, piipadn€ kombinovanou vakcinou proti hepatitidé A a B.

Pasivni imunizace

Injekce lidskych imunoglobulinovych preparati obsahujicich specifické protilatky poskytuje
sttedni nebo 1 kompletni ochranu proti infekci nékterymi viry. Ochrana nastava ihned po injekci,
ale netrva déle nez 4 mésice, protoze ony protilatky jsou v téle degradovany a jedinec si zacne
vytvaret protilatky vlastni proti samotnému preparatu. Pasivni imunizace je indikovéna
postexpoziéné v piipadé¢ nékterych infekci nebo profylakticky napiiklad u pacientd s
imunodefektem, ktefi jsou vystaveni vysokému riziku infekce danym virem. Neni ale
univerzalnim zptisobem ochrany, nebot’ v nékterych ptipadech mohou protilatky dokonce
zhorsit prib¢h samotné infekce (napft. v pripad¢ infekce viry dengue za¢nou protilatky vytvaret
komplexy, coz vede k zavazné reakci).

Ptiklady lidskych imunoglobulinii pouzivanych pro pasivni profylaxi.

Preparat Poznamky
Normalni lidsky
imunoglobulin Pro prevenci spalnicek

u osob se zvlastnim rizikem
jako jsou imunokompromitované déti
a dospéli
Hepatitis B imunoglobulin ~ Podéan soucasn¢ s vakcinou v ptipadé
nutnosti rychlé protekce. Podan napf.
po poranéni jehlou ve zdravotnictvi.
Vzteklina - imunoglobulin ~ Poskytuje rychlou ochranu po expozici
dokud se nevytvofi vlastni protilatky
vakcinaci
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Herpes-zoster U  imunosuprimovanych osob

imunoglobulin nebo pacientil
s leukémii; novorozenci nebo té¢hotné Zeny
po
kontaktu s patogenem
Lassa - antisérum Pouzivéano terpapeuticky
SARS - antisérum Pouzito zatim jen u n¢kolika pacientt
Klistova  encefalitida -
antisérum Pouzivano jen v nékterych piipadech

9. Laboratorni diagnostika virovych infekci

Odbér vzorku

Spravny odbér vzorku je naprosto zasadni pro smysluplnou laboratorni diagnostiku. Nedostane-
li laboratof kvalitni vzorky, neni schopna poskytnout relevantni vysledek, at’ uz je pro
diagnostiku pouzita byt i nejmoderné;jsi technologie.

Pro spravnou diagnostiku je nutno, aby byl odebran spravny vzorek, ten odebran ve spravnou
dobu a spravnym zplisobem transportovan do laboratofe (napt. nckteré viry mohou byt
kompletné destruovany, je-li vzorek zmrazen).

Priklady vzorkli odebiranych pro laboratorni diagnostiku (+ vzdy 5-10 ml srdzlivé krve na
serologické vySetieni):

Onemocnéni Odebrané vzorky
Vytéry z krku nebo
Respiracni infekce nosu
Postnasalni vyplachy
Gastrointestinalni
infekce Stolice

Vesikularni tekutina,
M¢échyikovita vyrazka vytér
z krku, stolice

Hepatitida Sérum, stolice
MozkomiSni mok,
CNS infekce vytér
z krku, stolice
AIDS Nesrazliva krev

Transport

Odebrané vzorky by mély byt umistény v plastikovych saccich a vhodné oznaceny. Vzorky by
meély byt dopraveny do laboratofe co nejdiive. Pokud je nutno vzorek uchovat ptes noc, je
vhodné&jsi jej ponechat pfi teploté +4°C, nezli jej mrazit, protoze zmraZenim by se mohly viry
inaktivovat (zejména ty, co maji lipidicky obal). Vzorek by méla doprovazet vhodné vyplnéna
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zédanka. Obecné lze fici, Ze pro laboratoi je cennéjSi informace o zacatku onemocnéni,
klinickych pfiznacich a predpokladané diagndze, nez zatrZzeni konkrétnich pozadovanych
metod.

Zdravotni tstav se sidlem v Ostravé Zdravotni Gstav se sidlem v Ostravé
Odbor mikrobiologie a parazitologie Ostrava | Cislo vysetieni: (nevypliujte) Odbor mikrobiologie a parazitologie Ostrava, VIROLOGICKE ODDELENI, Partyznské ndm. &. 7, 702 00 OSTRAVA
Partyzinské nimésti 7,702 00 Ostrava, www.zuova.cz
Pracoviste je akreditovano CIA dle normy CSN EN 1SO 15189
Jako zdravotnicki laboratot cislo 8014

Tel.: 596 200 111, e-mail: Jiri.Januska@zuova.cz, ICZ - ICL: 91866312, http://www.zuova.cz

Odbér a zasildni biologického materialu

: Doporueni g w g
Vysetieni provede ; pazorlan sterilni odbérova | Teplotatischovydo | Maximlni doba a Vysetieni
$ % = " (biologicky materidl) habrave transportu teplota transportu ¢
VIROLOGICKE ODDELENI pravs
tel.: 596 200 111, fax: 596 118 661 P sklenénd zkumavka . .
1CZ: 91 866 000 M 8014 — sebokorsertat po odbéru 2-8Cdo2dnl, | o protilitek
g 18-25°C 2 hod,, 18- 25°Clze ai do A
souprava pro odbér i (sérologicli vySetient)
PACIENT: Pifjment, jméno: seidlivé kv P2 80 12}od.
Rodnééislo: _ _ _ _ _ _ o __ Kéd pojistovny: _ _ _ Kéd diagnézy: _ _ _ _ vytér suchym dakron. virologické
i tamponem z nosu, | odbérové/transportai . 2-8°C izolaéni pokus,
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Diagnostické metody
Techniky, které se pouzivaji k diagnostice virovych infekei, jsou zaloZzeny bud’to na:
a. pfimém prikazu virového agens (kultivacni techniky, priikkaz virového antigenu nebo
virové nukleové kyseliny)
b. nepfimém prikazu infekce (detekce specifickych protilatek proti danému agens). V
soucasné¢ dob¢é je naprostd vétSina vySetfeni ve virologické diagnostice zalozena na
nepiimém pritkazu infekce (az 95% vysetient).

Piimy prikaz virového agens 1. Kultivaéni techniky

Byt se kultiva¢ni techniky mohou dnes zdat jiz pomérné zastaralé, opak je pravdou. Stéle
zustavaji ,,zlatym standardem®, co se detekce virti tyCe. Pfikladem mtize byt nedavna epidemie
viru SARS, kdy tento novy koronavirus byl objeven pravé pomoci kultivace v bunécné kulturte.
Prikaz virového agens metodou kultivace je nejuspésnéjsi v akutni fazi infekce, kdy vétSinou
dochazi k masivnimu mnoZzeni viru. Nevyhodou kultivacniho priikkazu je ¢asova naroc¢nost této
metody (nékolik dni) a nizkd zachytnost. Metoda je zavisld na rychlém transportu vzorku do
laboratofe a jeho rychlém zpracovani.

Z materiall vhodnych pro prikkaz viri se nejcastéji odebira stolice (enteroviry, rotaviry,
adenoviry), vytér z nosu a nosohltanu (respiracni viry), likvor (neurotropni viry), moc¢
(cytomegalovirus), bronchoalveolarni lavaz (cytomegalovirus), stér ze spojivky (adenoviry),
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obsah puchyiki (herpetické viry), leukocytarni frakce krve (cytomegalovirus) nebo rtizné tkané
odebrané biopsii nebo post mortem (rizné viry).

Dnes jiz ve velmi omezené mife a spise jen v referencnich laboratotich se uziva ke kultivaénimu
vysetieni laboratornich zvifat. Vnimavost laboratornich zvitat k virové infekci zavisi nejen na
druhu, ale 1 na jejich véku. Je dobie zndmo, Ze sajici mysi mohou byt vysoce vnimavé k infekci
Cinitelem, k némuz dospéla mys byva zcela odolna. Z toho divodu se doporucuje uzivat k
izolaci virti zejména novorozené mysi. Tento postup pocita také s tim, Ze nové izolované viry
se vzdycky nechovaji podle popist jejich patogennich vlastnosti uvadénych v ucebnicich, které
vSeobecné vychdzeji z experimentalnich zkuSenosti s vysoce adaptovanymi laboratornimi
kmeny virg.

Kultivace s vyuzitim kureciho embrya

Specifickou metodou ptedstavuje izolace viru s vyuzitim kufeciho embrya. Tato metoda se
aplikuje napf. pro izolaci viru chfipky. Vatové tampony, kterymi byl proveden vytér z
nosohltanu a nosu, se umisti do odbérového média (PBS + albumin + antibiotika). 0,2 ml
odbérového média jsou posléze oCkovana kufeci embrya o staii cca 10 dntt do amnionového
vaku. Po 3 dnech kultivace se obsah amnionového vaku odebere, provede se tzv. Hirstiv test
(viz nize) a dalsi pasaz, tentokrate vSak do allantoické dutiny, kde dochazi k mnozeni viru do
vyssiho titru. V piipadée potieby je mozno provést jesté tieti pasaz.

Hirstv test — virus chiipky aglutinuje ¢ervené krvinky, cehoz se vyuziva v diagnostice. Ke
krvinkam (pt. kufecim) je piidana amnionova ¢i allantoicka tekutina a po 30 minutach je test
vyhodnocovan. V piipadé pfitomnosti viru dojde k aglutinaci krvinek, coz se projevi
vytvoienim pavucinové sité na dn¢ jamky aglutina¢niho panelu; v opacném piipad¢ se krvinky
usadi u dna v podobé tecky (hemaglutinacniho ter¢iku).

Herpes simplex virus
|Chorioallantoic membrane inocuiati0n| Poxvirus

Amniotic cavity Rous sarcoma virus

Influenza virus

Amniotic inoculation )
L Mumps virus

: < ”! // |Yolk sac inoculation | Herpes simplex virus

T/
Allantoic M |Ailanto]c inoculation ‘ Influenza virus
cavity Mumps virus
Yolk sac Newcastle disease virus
Choricallantoic Avian adenovirus
membrane

Kultivace v bunéénych kulturach

V laboratorni praxi se vétSinou uZziva stabilizovanych bunéénych linii, které je mozno mnozit
po neomezen¢ dlouhou dobu. Po pfidani testovaného materidlu k buitkdim se mnozeni viru
obvykle projevi tzv. cytopatickym efektem (CPE). Kultivace bunck se provadi ve specidlnich
médiich povétsSinou v plastovych kultivacnich lahvich, rist probihd pfi teploté 37 °C, prace s
nimi se provadi ve sterilnim boxu a do odbérovych a kultivacnich médii se pfidavaji n¢ktera

54



antibiotika a antimykotika pro potlaeni bakteridlni a mykotické kontaminace. Kultiva¢ni
médium predstavuje roztok soli o fyziologické koncentraci, pufrovany na pH 7,2-7,4, glukézu,
aminokyseliny, esencidlni vitaminy. Déle je pfidavano sérum (fetilni bovinni sérum nebo
prekolostralni teleci sérum) jako zdroj dalSich latek esencialnich pro buné¢ny rlist a mnoZeni.
Obvykle je uzivano 10-20% séra v riistovém médiu. Poté, co buiiky dorostou do stavu plné
konfluence (souvisld monovrstva na dné kultivacni lahvicky), byva kultivaéni médium
nahrazeno médiem udrzovacim, které obsahuje nizsi koncentraci séra (2-5%), ¢imz se omezi
dalsi pfipadné mnozeni bun¢k. Samotné inokulace se provadi tak, ze k bunécné kultute se prida
malé mnozstvi klinického vzorku z transportniho média. Po inokulaci testovaného vzorku jsou
kultury prohlizeny denn¢ za ucelem sledovéani rozvoje cytopatického efektu, ktery je nékdy
natolik charakteristicky, ze dalsi konfirmacni prikaz jiz neni nutny. Cytopaticky efekt se miize
objevit jiz béhem 48 hodin (enteroviry, virus herpes simplex), ¢i az tieba za 14 dni (CMV).
Cytopaticky efekt mize byt bud’ klasicky lyticky (zakulacovani bunék az lyze; napf.
enteroviry), ¢i dochézi k formovani mnohojadernych obfich bunck (syncitia) (herpesviry,
paramyxoviry). Nékteré viry, a¢ se v dané bunécné kultufe mnozi, nezptisobuji zadny viditelny
cytopaticky efekt, ale tfeba brani superinfekci dané kultury jinym virem, ¢ehoz se mize vyuzit
také diagnosticky. Jinak je virus prokazovan tfeba pomoci protilatek. Buiky infikované
nékterymi viry maji schopnost vazat ¢ervené krvinky (hemadsorpce — viz nize).

Mezi nejuzivangjsi linie v praxi patii:

LEP- diploidni lidské fibroblasty uzivané pii detekci viru herpes simplex, viru varicella-zoster
a fady enterovird.

CV-1 — linie odvozend od opici ledviny. PouZziva se k izolaci n€kterych enterovirt.

MDCK - buiiky psi ledviny. Pouziva se pro izolaci viru chfipky.

L-132 — epiteloidni bunky uzivané k izolaci viru herpes simplex, RS viru, ¢i adenovirti.

Typy bunécnych kultur:

a) semikontinualni bunécné linie — takové linie jsou odvozeny z lidskych nebo zvitecich
fetalnich tkani. Maji normalni karyotyp, proto mohou byt pouzity pro produkci vakecin. Nékteré
z téchto linii byvaji pouzivany i pro diagnostiku (WI-38, MRC-9). Tyto linie jsou pojmenovany
,semikontinudlni®, protoze maji omezenou zZivotnost — mohou byt pasazovany maximalné po
asi 50 generaci.

b) kontinualni bunécné linie — nejcasteji pouzivané v diagnostické praxi. Jsou odvozeny
bud'to z nadorové tkang, ¢i byly imortalizovany umeéle, nebo i spontanné. Maji tedy vétSinou
abnormalni karyotyp. N¢které z téchto linii (napt. Vero buiiky, ¢t MDCK) jsou nyni vyuzivany
také pro produkeci vakein (polio, chiipka).

c) lymfocytarni kultury — kultury B lymfocytli se imortalizuji infekci virem Epsteina a
Barrové, ktera vede k jejich transformaci. Tato schopnost EBV je také vyuzivana jako
diagnosticky marker. T-lymfocyty je moZzno mnozit v kultufe ptisobenim lymfokinu IL-2, ¢ehoz
se vyuziva pro kultivaci lidskych retrovird (HIV, HTLV), které pak vyvolavaji vznik syncitii
obfich buné¢k v kultute.

2. Neutraliza¢ni test
Virus se v tomto ptipad¢ uruje pomoci protilatky. Virus (naptiklad izolovany pomoci kuteciho
embrya Ci na bunécné kultuie) a protilatka se smichaji ve vhodnych koncentracich. Specificka
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protilaitka se navaze na virové Castice, neutralizuje jej, a virus neni posléze schopen se
vazat/infikovat vnimavou buiiku, narozdil od kontrolniho vzorku (vzorek viru bez protilatky).

3. Priikaz virového antigenu

U vird, které neni mozné kultivovat v kufecich embryich ¢i v bunéénych kulturach, ¢iu kterych
by byla kultivace pftili§ zdlouhava, se provadéji jiné metody, jako napf.

imunofluorescence (IF), ELISA, aglutina¢ni reakce, eventuelné hemadsorpce.

3.1 Hemadsorpce

Memadsorpce je metoda, ktera nepiinasi diagnostickou informaci, spiSe se ji vyuziva pro
zjisténi, zda se dany, hemaglutinem vybaveny virus pomnozil v bunécné kultuie ¢i kufecim
embryu. Vyuziva se naptiklad u viru chiipky. Virus se objevi ve velkém mnozstvi na jejich
povrchu asi za 2 dny od poc¢atku infekce. Po pfevrstveni této kultury 0,5% suspenzi morcecich
krvinek dochézi po urcité dobé k jejich adsorpci, coz je pozorovatelné pod mikroskopem pfi
malém zvétSeni jako husté nalepeni krvinek na infikovanych bunkach.

3.2 Imunofluorescence

Pfitomnost viru v klinickém vzorku nebo v bunééné kultute, kterd byla inokulovdna
pacientskym vzorkem a inkubovdna pfes noc (naptf. virus chfipky nebo RSV v
bronchoalveolarnim vyplachu nebo v bunécné kultute, ktera byla inkubovana 12-18 hodin po
inokulaci), se dokazuje pomoci specifické protilatky, kterd je konjugovana s fluorescencni
molekulou (metoda piimé fluorescence) nebo Castéji se uziva sekundarni znacena protilatka,
ktera rozpoznava primarni protilatku specifickou k danému antigenu (metoda nepiimé
fluorescence). Vzorky se vysetiuji s vyuzitim fluorescenéniho mikroskopu.

Positive IFA test

3.3 ELISA

Vyuziva se pro prikaz virt v tekutiné (séru, mozkomisnim moku, vyplachu apod.). Je vSak
nutné mit vysSi koncentraci virovych ¢astic ve vzorku. Komercni kity jsou dostupné pro
respiracni viry, rotaviry, ¢i virus hepatitidy B. Misto enzymaticky znacené protilatky je také
mozno uzit protilatky, kterd je znaCena radioaktivne. Pak mluvime o metod¢ radioimumoassay
(RIA), ta je dnes vSak z praktickych diivodl uzivana vzacné.
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3.4 Latexova aglutinace
Vyuziva se protilatek, které jsou navazany na latexové Castice. Po smichani s virem dojde k
pouhym okem viditelné agutinaci latexovych castic. Této metody se vyuziva naptiklad u
prijmovych onemocnéni (adenoviry, rotaviry).

Reactve Weak Reactive  Menreactive

4. Svételna mikroskopie

Mikroskopické vySetieni infikovanych tkéni na ptfitomnost patologickych zmén byvé vSeobecné
jednoduché, ale ma omezenou pouzitelnost. Je pomérné malo klinickych stavi, u nichz se mize
pouzit tohoto postupu — napt. vzteklina, herpes simplex, varicella. Je vSeobecné zaddouci, aby
se ziskané nalezy potvrdily néjakym jinym zptisobem, jako serologii nebo izolaci viru, nebot
kromé& nékolika vyjimek jsou mikroskopické techniky metodami pouze napomocnymi. Z
piipadii, kdy histopatologické¢ metody slouzi k identifikaci etiologického Cinitele, jsou
nejbéznéjsimi priklady nepochybné vysetieni mozkové tkan€ na ptitomnost Negriho télisek v
pfipad¢ infekce virem vztekliny, pfipadné v mensi mife vySetfeni jaterni tkané ziskané
postmortalné nebo viscerotomii na pfitomnost zmén vyvolanych virem zluté zimnice.

5. Elektronova mikroskopie

Ve virologické diagnostice sehrava v souc¢asné dob¢ jen malou roli a vyuzivaji ji pouze vysoce
specializovana pracovisté. Vyuziva se znaceni metodou negativniho kontrastu, kdy jsou Castice
svétlé oproti negativnimu pozadi. Elektronova mikroskopie je velmi cennou pomuckou v
ptipad¢ izolace nového, nezndmého viru. Déale miize byt tato metoda vhodna v piipade Spatné
kultivovatelnych virt ¢i virQ, které jsou ve vzorku pritomny ve velkych kvantech (napft. nékteré
gastroenterické viry, virus hepatitidy B). Ve vzorku je potfeba, aby bylo alespoii 10° &astic/ml,
aby bylo mozno je viibec identifikovat. Citlivost pritkazu virového agens miize byt zvySena
pouzitim protiladtek nesoucich elektrodenzni znacky nebo protilatek, které aglutinuji virus ve
vzorku. Pak mluvime o tzv. imunoelektronové mikroskopii.

6. Priikkaz virové nukleové kyseliny

Metody prukazu virové nukleové kyseliny se diky své jednoduchosti, citlivosti a specificité
staly velmi exstenzivné uzivanymi v diagnostické praxi. Metody zahrnuji PCR, RT-PCR (pro
detekci virové RNA, kdy v prvnim kroku dochézi k ptepisu virové RNA pomoci enzymu
reverzni transktiptdza (RT) na cDNA, ktera je nasledn¢ amplifikovana shodné s klasickou PCR)
a kvantitativni real-time PCR ¢i real-time RT-PCR (zde je prubéh reakce monitorovan v
,realném case™ diky pouziti specifickych nebo nespecifickych fluorescen¢nich sond a diky
tomu je mozno kvantifikovat mnozstvi kopii virové nukleové kyseliny ve vzorku). Metody real-
time PCR a real-time RT-PCR jsou vhodné naptiklad pro monitoring pribéhu onemocnéni,
ucinnosti antivirové terapie, piipadné nékdy miize zjisténi mnozstvi viru ve vzorku napomoci
urceni progndzy onemocnéni.
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Prikaz protilatek

V tomto piipadé jsou detekovany protilatky tvorené hostitelskym organismem coby odpovéd’

na akutni virovou infekci. Urcité tiskali vSak ptfedstavuji chronické ¢i latentni infekce, které se

mohou za ur¢itych podminek aktivovat. Obvykle se zjiStuje pfitomnost protilatek ve tiidach

IgM (prvni protilatkova odpovéd’; indikuji akutni infekci), pfipadné¢ i IgG (dlouhodobé,

pamétové protilatky). Vyuzivaji se metody ELISA, komplement fixacni test nebo

immunoblotting.

Pro sérologické vysetfeni se odebira zilni krev bez pouziti protisrazlivych prostiedkl s

dodrzovanim vSech bezpec¢nostnich pravidel (dezinfekce mista vpichu, stfikacky a jehly pro

jedno pouziti, rukavice pro jedno pouziti pro odebirajici personal). Odbér by se mél provadet

nejlépe rdno nalacno za aseptickych podminek. Krev se odebird do sterilnich zkumavek na

jedno pouziti (event. s aktivatorem hemokoagulace) v mnozstvi 5-7 ml.

Pro sérologicky prikaz virové infekce se obvykle doporucuje vysetieni parovych sér:

- akutni sérum - odebrané co nejdiive po zacatku onemocnéni

- rekonvalescentni sérum - odebrané za 14 a vice dnt (dle jednotlivych agens) po zacatku
onemocnéni.

1. Komplement fixa¢ni test

KFT muze byt pouzit jak k detekci specifickych protilatek, tak 1 virového antigenu v séru
pacienta. Dnes je tento test na Gistupu, nicméné se jesté stale pouziva na nékterych pracovistich.
Pro prikaz antigenu se vyuziva ¢ervenych krvinek s navdzanymi protilatkami (ov¢iho plivodu)
a sérum (obvykle krali¢i) jako zdroj komplementu. Komplement je systém sérovych protein,
které reaguji s komplexy antigen-protilatka. Pokud tato reakce prob&hne na povrchu bun¢k,
vede k vytvofeni transmembranovych pori a nasledné destrukci bunék (v tomto piipadé
hemolyze krvinek).

Komplement mtze také reagovat s komplexy antigen-protilatka v roztoku a ani v takovém
ptipadé k lyze krvinek nedochdzi. Tedy sérum pacienta obsahujici specifickou protilatku bude
smichano s antigenem za vytvofeni komplexu a nasledné inhibice komplementu.
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Complement Fixation Test
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2. ELISA
— viz vySe s tim rozdilem, Ze tentokrate je v jamkach mikrotitratniho panelu povétsinou
imobilizovan antigen a sleduje se pfitomnost protilatky ve vzorku. V ptipad¢, kdy je protilatka
pfitomna, dojde k navézani na antigen a posléze se nechd na protildtku navazat sekundarni
protilatka s konjugovanym enzymem, ktery katalyzuje pfeménu bezbarvého substratu
piidaného do jamky na zabarveny produkt, ktery se pak stanovuje spektrofotometricky. Existuje
fada variant klasické ELISY. Ptikladem jiného designu budiz tieba komer¢ni test pro
diagnostiku zardének:
a) Protilaitky ve tfid¢ IgM proti lidskym IgM jsou imobilizovany v jamkach
mikrotitraéniho panelu
b) Do jamek je napipetovano testované sérum, IgM protilatky jsou zachceny anti-IgM
protilatkami.
c) Poté je pfidan antigen pfipraveny z viru zardének. Jsou-li mezi pacientskymi IgM
pritomny anti-rubella IgM, zachyti antigen.
d) Pfida se enzymaticky znacena protilatka proti antigenu viru zardének. Ta se pfichyti jen
v piipadé, kdy jsou pfitomny pacientské anti-rubella IgM, které chytly antigen. Je
provedena enzymaticka reakce na zaklad¢ jejihoz vysledku se hodnoti, zda byl vzorek
pozitivni ¢i negativni.

3. Imunoblotting

Western blotting (¢i imunoblotting) je napiiklad zdsadni metodou pro konfirmaci pacientovy
infekce virem HIV, kdy je vzdy nutno pozitivni nalez z vySetfeni metodou ELISA dale potvrdit,
nebot’ chybny laboratorni vysledek by mohl znamenat pro pacienta nedozirné osobni 1 socialni
nasledky. V tomto pfipad€ jsou virové proteiny separovany podle molekulové hmotnosti
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elektroforézou v polyakrylamidovém gelu. Proteiny jsou nésledné pfeneseny (preblotovany) na
specialni papir, ke kterému se tésn¢ navazi. Papir se nastfiha na prouzky a k nim jsou pfidany
vzorky pacientskych sér. Jsou-li ve vzorku pfitomny protilatky proti viru, navdzi se na dané
proteiny. Posléze se po promyti pfida protilatka proti lidskym protilatkdm znacend enzymem.
Po probéhnuti enzymatické reakce prouzky indikuji komplexy antigenu o dané¢ molekularni
hmotnosti se specifickou protilatkou.

3] [+] [5]

Figure:
Examples of reactions by an HIV-1 Westaern blot:

Positiva control (strong)

» Popltivae control (weak)

+ Negative control

+« Indaterminate profile

« Indeterminate profile (highly suggestive)

TS

4. Inhibice hemaglutinace

Nekteré viry maji tu schopnost, ze vazi Cervené krvinky, coz v experimentu se projevi jejich
aglutinaci. Jsou-li proti danému viru pfitomny v klinickém vzorku protilatky, aglutinaci zabrani.
Tento test je vSak jen velmi orientacni a dnes je vytésniovan specifi¢téjSimi metodami.
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