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1. Virologie a diagnostika
2. Bakteriologie

3. Imunologie

G Bezpecnost potravin a krmiD
5. Genetika a reprodukce
6. Chemie a toxikologie
7. Farmakologie a imunoterapie



Oddéleni bezpecnost potravin a krmiv

1.Mykobakterialni infekce (tuberkuloza, paratuberkuloza,

mykobakteriozy zvirat)

2.Bakteriologie potravin

QVirologie potravin

4.Prukaz falSovani potravin

5.Vyziva zvirat



Virologie potravin — VUVeL Brno

® Virus hepatitidy E, virus hepatitidy A, noroviry (NoV GI, NoV
GII), adenoviry (indikatory fekalniho znecisténi, AdV 40/41)

®* Potraviny a prostiredi jejich produkce (akreditované metody)
> Drobné ovoce (jahody, maliny, ostruziny, bortivky)
» Zelenina (listovy salat, mrkev, okurky, rajcata ...)
> Veprové masné vyrobky a zvérina
> Prostredi (stéry, voda)

®* Dosledovani zdroje kontaminaci

> Porovnani sekvenci humdannich izolatt, izolatu z prostredi, izolati od
zvirat — molekularni epidemiologie/epizootologie




Viry v souvislosti s prenosem vodou

® 1945 — priikaz prenosu polioviru vodou (infekce potkanti; Toomey, 1945)

® 1955 — 1956 — epidemie VHE New Delhi, Indie (cca 30 000
infikovanych, 73 amrti; Dhopeshwakar et al., 1957)

® 1965 — symposium , Transmission of Viruses by Water Route*

®* 1979 — working group on Bacteriological and Virological examination of
water (WHO, 1979)

® 1981 — 15th edition of Standard Methods for Examination of Water and
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Patogeny v souvislosti s onemocnénim z
potraviny a vody (EFSA, 2014)

Unknown
Salmonella
Viruses
Bacterial toxins
Campylobacter
Other causative agents
Other bacterial agents
Escherichia coli, pathogenic (including VTEC)
Parasites

Yersinia

12014

O O
& & & & &

Number of outbreaks




IRRIGATION

A&

‘\' ¢ oLl
\.—"C'\-— Y —————

~ —

o < -.“'{“Hr'/-'-auw-u"' -
y - < 3
- . Ié
\Y \

Current Opinian in Virology

oee vV W Ve (van der Poel, 2014)



Viry prenosneé vodou

® Prenos vodou a potravinami popsan u vice jak 100 enterickych viri
(Newell et al., 2010; Koopmans and Duizer, 2004)




Viry prenosné vodou

Genom Celed Zastupci Klinické priznaky
ds DNA  Adenoviridae adenovirus sérotyp 40/41 zvraceni, prijem, hlavné u déti
Polyomaviridae JC polyomavirus neurologické priznaky
ds RNA  Reoviridae rotavirus (genoskupina A) zvraceni, prijem, hlavné u déti
-ss RNA  Ortomyxoviridae  virus chripky chripkové priznaky, prijem
+ss RNA  Astroviridae lidsky astrovirus sérotyp 1 zvraceni, prijem, hlavné u déti
Caliciviridae norovirus GI a GII zvraceni, prijem
Hepeviridae virus hepatitidy E hepatitida
Picornaviridae enterovirus A 71, virus hepatitidy hepatitida, prijem,

A, aichivirus, poliovirus

neurologické priznaky,
myokarditidy, obrna

(Newell et al., 2010)



Puvodci gastroenteritid

- Norovirus (kaliciviry, Norwalk)
>  Rotavirus

> Astrovirus

> Adenovirus

m u kostela doprava,
pak 300m rovné k nadrazi
Kué JE U VYPRAVCIHO !!

® Inkubacni doba 1-2 dny

® Prijmy a zvraceni 1-3 dny

® Problém dehydratace (déti, seniori)
® 30 % infekci bez priznakt

Diskutovan zoonoticky prenos

(https://twitter.com/Norovirus)
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Pocéet hlasenych pripadi
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Puvodci hepatitid

> Virus hepatitidy A

° ANTROPONOZA
> Virus hepatitidy E

ZOONOZA (rezervoar prasata domaci, divoka a jelenoviti)

® Inkubacni doba 2-8 tydnii

Unavnost, zvySena teplota, horecka, nechutenstvi, zvraceni,
ikterus, zvySené hladiny jaternich enzymu

® Onemocnéni 3-4 tydny
® Infekce éasto bez priznakt

Kontaminovana voda — zejména rozvojové zeme




Hepatitida A (B15) a hepatitida E (B17.2), Ceska republika
pocet hlasenych onemocnéni v Epidatu 2004-2015
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Obecné vlastnosti

® Infekce po pozreni kontaminované vody (i aerosol - sprchovani)

® Vylucovani stolici, zvratky, slinami a moc¢i ve vysokém mnozstvi
(virova naloz 10'/g stolice)

® Ke vzniku infekce stac¢i 10-100 ¢astic

® Problém — asymptomatické infekce

® Ve vodé/potravinach se nemnozi — neméni senzorické vlastnosti




Obecné vlastnosti

® QOdolnost vii¢i vliviim vnéjsiho prostiedi (chlad, acidorezistence) —
persistence dny, mésice

® V pozemni vodé chranén pred vlivy vnéjsiho prostredi (opakované
prokazany rok)

® QOdstranéni v ramci COV nedostate¢né (pritkaz NoV GI a NoV GII v odtoku,
Kaevska et al., 2016)




Prukaz viru ve vodeé

® V prostfedi/potravindch malé mnozZstvi virovych ¢astic —> potfeba

VVVV

® Problémové kultivace virti na tkarovych kulturich — metody
molekularné biologické




Odbér vzorku

* (Cisty kanystr/nadoba
® Objem vzorku 10 1, moznost i mensi objemy (200 ml)
® Vzorek skladovat v temnu a chladu

®* Transport do laboratore (chlazené) nejlépe do 24 hod od odbéru

(Cashdollar and Wymer, 2013)



Voda —— Filtrace/primarni

zakoncentrovani
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Metody izolace virovych castic z vody

Methods for virus concentration

Table 1 Filter type pros and cons

J.L. Cashdollar and L. Wymer

Filter type

Pros

Cons

Electronegative

Electropositive 1 MDS

Electropositive NanoCeram™

Electropositive Glass Wool

Electropositive ViroCap

Hollow-Fibre Ultrafiltration

Economical

Can filter large volumes even in more turbid waters
before dogging occurs

Has been tested with an array of enteric viruses

High recoveries for commonly tested enteroviruses

No preconditioning of water sample required

Has been tested with an array of enteric viruses

Can filter large volumes even in more turbid waters
before dogging occurs

Econcmical

Comparable recoveries to 1 MDS for viruses tested

No preconditioning of water sample required

Economical

No preconditioning of water sample required

Easy to use

Field-deployable

Economical

No preconditioning of water sample required
Easy to use

Field-deployable

Multi-pathogen concentration
Economical
No preconditioning of water sample required

Requires preconditioning of water sample or filter prior
to filtration

Extremely high cost per filter

Clogs in mere turbid waters

Limited data available at this time to determine its
effectiveness with multiple viral pathogens

Requires each laboratory to put filter apparatus together,
which could cause interlaboratory variation

Turbid water may cause clogging

Limited data available at this time to determine its
effectiveness with multiple viral pathogens

Turbid water may cause clogging

May be limit to volume that can be filtered due to filter’s
size

Limited data available at this time to determine its
effectiveness with multiple viral pathogens

Turbid water may cause clogging

Not easily field-depleyable

Slow filtration rate

Limited data available at this time to determine its
effectiveness with multiple viral pathogens

(Cashdollar and

Wymer, 2013)



Izolace virovych c¢astic z vody

® Dostatecna citlivost
® Standardizované pouziti pro vzorky pitné i povrchové vody

® Rychlost a cena

® ISO/TS15216-1, ISO/TS15216-2
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Izolace virovych castic z vody (10 1)

® Negativné nabité filtry (Millipore)
> pouZiti prefiltri
> velikost port — 0,45 um

> acidifikace vzorku

® Eluc¢ni roztok — hovézi extrakt + glycin

> organické srazeni
» centrifugace
> fosfatovy pufr

> 1zolace NK




Izolace virovych castic z vody (200 ml)

®* Prima flokulace
> hovézi extrakt + glycin
> acidifikace vzorku
> 8 hodin flokulace
> centrifugace
> fosfatovy pufr

> 1zolace NK




Izolace nukleovych kyselin

® (dstranéni inhibic¢nich faktoru

® Komeréni souprava (NucliSENS, Biomérieux)




Prukaz viru ve vzorku

(13

® Metody molekularni — komeréné dostupné soupravy x ,home made

* (PCR, RT-qPCR
> kvantifikace — DNA/RNA koncentracni gradient
> problém s inhibi¢nimi faktory — faleSné negativni vysledky
(interni amplifika¢ni kontrola, analyza redéné NK)

® RT-PCR (molekularni epidemiologie/epizootologie)

®  Problém rozlisit infekcéni x neinfekéni virové ¢astice

NPDCDHE TS




Kontrola analyzy vzorku

® Komplikovany proces — nutnost zavedeni externi kontroly

»  bakteriofag MS2 - do genomu vloZena unikatni sekvence (vakovlk
tasmansky a ptak moa)

>  stanoveni uc¢innosti izolace NK — kvantifikace virové naloze ve
vzorku

Foto H. Malenovska




Limity detekce analyz

® Filtrace—-101

> 100 000 virovych c¢astic (10 000 virovych castic v 11 vody)

® Prima flokulace — 200 ml

> 10 000 virovych castic (50 000 virovych ¢astic v 1 1 vody)




Vysledky — povrchova voda

2011-12 2013 2014 2015 2016
NoV GI 2/18 1/12 2 /11 5/12 0/12
NoV GII 0/18 2/12 2/ 11 5/12 3/12
HAV 0/18 0/12 o/ 11 0o/ 12 0/12




Zelenina (2013-2016)

Farmy HAV
Zelenina 0/318
Voda 0o/12
Prostredi (stéry) 0/58
Trzni sit
Zelenina CZ 0/37
Zelenina dovoz 0/40
Krajena zelenina (mrazena,

o/117
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Byliny (2013-2016)

Farmy HAV
Byliny 0/115
Voda 0/14
Prostredi (stéry) 0/80
Trzni sit

Zelenina CZ 0/65
Zelenina dovoz 0/47

* ruce sbéracu




Drobné ovoce (2013-2016)

Farmy HAV
Jahody 0/156
Voda 0/23
Prostredi (stéry) 0/218
Trzni sit

Jahody CZ 0/45
Jahody dovoz 0/24

* ruce sbéracu, toaleta




Vysledky — pitna voda

2013 2014 2015 2016
NoV GI 5/ 10 2 /14 6 /32 6/40
NoV GII 5/10 1/ 14 9/32 5 /40

® 2016 — prukaz AdV 40/41



http://www.vri.cz/

Indikatory fekalniho znecisténi

® YV soucasné dobé zalozeno na priikazu E. coli ¢i koliformnich bakterii
— vyskyt nesouhlasi s pritomnosti virovych agens

® Vhodnéjsi indikatory - bakteriofag MS2, adenoviry, polyomaviry

® Moznost rozlisit zdroj fekalnich kontaminaci — huméanni x zvireci
(prasata, skot)




Zaveéry

® Codex Alimentarius — sledovani kvality vody urcené k zavlazovani se
zameéreni na virova agens

® Vramci stanoveni mikrobiologické kvality vody zavést sledovani také
vyskytu virovych agens (vhodnéjsi indikatory fekalniho znecisténi,
nejcastéjsi ptivodci)

Pripravit a zverejnit napravna opatreni

(https://twitter.com/Norovirus)



Co nabizime: Kontaktni udaje:

Mgr. Petra Vasickova, Ph.D.

[ J o s ’ , v ’ .
Konzultace Vyzkumny tstav veterinarniho 1ékarstvi, v.v.i.

®* VysSetreni vzorku (akreditované Oddéleni Bezpecnost potravin a krmiv
metody) Hudcova 70
> Ovoce Brno
» Zelenina _6_2_}_(_)_(3 __________________________________________
> Humanni vzorky (stolice, sérum, ...) Tel.: +420 777 786 756
- Masné vyrobky, zlu¢, jaterni tkarl, =~ ~TTTTTTTTTTTTmmmmmmmmmmommoommmommseooeeoooooe-
trus E-mail: vasickova@vri.cz
_ Voda WWW.VT1.CZ
> StéI‘y

> ,Morské plody*

¢ Patogeny
> Virus hepatitidy E
> Virus hepatitidy A

> Noroviry

> AdenoviryPo domluvé i jiné viry

* Molekularni epidemiologie
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