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Vyskyt lidskych adenoviru v biologickych vzorcich dychacich cest u
pacienti FN MOTOL

Abstrakt

Lidské adenoviry se vyskytuji celosvétové a zplisobuji endemické a epidemické one-
mocnéni. Adenovirové infekce jsou spojeny s vysokou morbiditou a mortalitou zejména
U pediatrickych piijemct krvetvornych kmenovych bunék. Bakalaiska prace se zabyva
srovnanim komercni a in-house soupravy na detekci lidskych adenovird. Cili na zlepse-
ni diagnostiky adenovirovych infekei ve Fakultni nemocnici v Motole, pfedev§im u
imunokompromitovanych pacientll, kde je v€asnd a presna diagnostika dilezita.
Teoreticka Cast prace obsahuje charakteristiku adenovird, jejich klinické projevy a ne-
moci a vyuziti pii experimentalni 1é¢b¢. Prakticka ¢ast prace je zaméfena na screening
vzorki dychacich cest pomoci kvantitativni in-house soupravy a jeji porovnani s diive
provedenou detekci pomoci komeréni soupravy Anyplex ™11 RV16.

Pritomnost adenovirt byla testovana v 1881 vzorcich od 1420 pacientd S pfiznaky respi-
raéni infekce pomoci real-time PCR. Celkem se adenovirus podafilo detekovat ve 187
vzorcich (9,9%) od 169 pacientl (11,9%). Sto vzorki (53,5%) bylo pozitivnich obéma
metodami, 26 (13,9%) jen pomoci komer¢ni detekce a 61 (32,6%) pozitivnich pouze in-
house metodou. Adenoviry byly nejéastéji detekovany na Pediatrické klinice, Klinice
détské hematoonkologie, dale také u dospélych imunosuprimovanych pacienti z 1.
chirurgické kliniky a Kliniky anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny. U vSech
pozitivnich vzorkli byla provedena nasledné sekvenace hypervariabilniho useku 1-6
hexonového genu pticemz reprezentativni sekvenci K identifikaci se nam podafilo ziskat
u 70 vzorku. Nejcastéji byly detekovany genotypy C2 (25,7 %), A31 (24,3 %), B3 (15,7
%) a C1 (11,4 %). Z 26 vzorkii pozitivnich pouze soupravou Anyplex ™ Il RV16, se
podafila sekvenace u 3 vzorku, které byly identifikovany jako genotyp B3, naopak
V ptipad¢€ vzorkt pozitivnich pouze in-house soupravou bylo z 61 vzorku identifikovano
15 vzorkd jako genotyp A31 a 3 vzorky jako AdV skupiny C.

Srovnani souprav ukazuje na nedostatenou citlivost komeréni soupravy Anyplex ™ 11

RV16 pro detekci adenovird.
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Detection of human adenoviruses from the respiratory samples from

the patients of Motol University Hospital

Abstract

Human adenoviruses are world-wide pathogens causing endemic and epidemic outbre-
aks of disease. Adenoviral infections are related with high morbidity and mortality
especially among the paediatric allogeneic haematopoietic stem cell recipients. Presen-
ted work is comparing the commercial and in-house assay for detection of the adenovi-
ruses to improve the diagnostics of these viruses in Motol University Hospital, especial-
ly among the immunocompromissed patients, in which is the rapid and precise detection
highly important.

Theoretical part of work presents the characteristics of adenoviruses, clinical symptoms
and diseases of the adenoviral infection, their use in the experimental therapy. Practical
part is aiming the screening of the respiratory tract samples with quantitative in-house
test and comparing of the results with previously performed detection by commercial
Anyplex ™ II RV16 test.

Detection of adenoviruses was performed in 1,881 samples from 1,420 patients with
symptoms of respiratory tract infection by real-time PCR. In total, adenovirus was de-
tected in 187 samples (9.9%) from 169 patients (11.9%). One hundred samples (53.5%)
was positive by both methods, 26 (13.9%) with commercial detection only and 61
(32.6%) was positive only with in-house assay. Most frequently, adenoviruses were
detected among the patients from Dept. of Paediatrics, Dept. of Paediatric Haematology
and Oncology and from adult patients from 3rd Dept. of Surgery and Dept. of Anaeste-
siology, resuscitation and intensive medicine. In all positive samples, subsequent
sequence analysis of hypervariable part of 1-6 hexon gene was performed and represen-
tative sequence for identification was obtained in 70 samples. Most frequently detected
adenovirus genotypes were C2 (25.7 %), A31 (24.3 %), B3 (15.7 %) a C1 (11.4 %).
From 26 samples positive by Anyplex ™ II RV16, only 3 samples were identified (all as
genotype B3). Contrary, among 61 positive samples detected only with in-house assay,
15 samples were identified as genotype A31 and 3 as AdV from group C.

Our results shows the lower sensitivity of the commercial test in detection of adenoviru-

SEs.
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Uvod

1.1  Obecny uvod - viry

Viry jsou nebunécnd infekeni agens, kterd se mohou reprodukovat pouze v zivé buiice.
Viry napadaji vS§echny znamé zivé organismy od rostlin, hmyzu a Zivocichti po bakterie
a archea. Viry doprovazeji lidstvo po celou dobu jeho existence. Za objevitele virii jsou
povazovani Rus Dmitrij Ivanovsky a Holand’an Martinus Beijerinck. Ivanovsky v roce
1892 filroval ptes bakterialni filtry extrakt listii tabdku nakazenych virem tabdkové mo-
zaiky a zjistil, ze si tento extrakt zachoval infekéni vlastnosti i po bakterialni filtraci.
V roce 1898 nezavisle zopakoval tento experiment Beijerinck, ktery dospél k zavéru, ze
zkoumany virus je novym druhem infekéniho agens, ktery oznacil contagium vivum
fluidum, coz znamena, Ze se jedna o zivy, reprodukujici se organismus, ktery se 1isi od
ostatnich organismu. Loffler a Frosch stejnym zptisobem v roce 1898 prokazali nebak-
teridlni, ale infekéni pivod slintavky a kulhavky. V dalSich pokusech pak védci proka-
zali, ze viry se nedokazi rozmnozovat na zivnych piadach pouzivanych pro kultivaci
bakterii a ze ke svému riistu potfebuji zivé buiiky hostitelského organismu (Blaskovic,
1978; Campbell and Reece, 2008).

Viry se velmi li§i svou velikosti, tvarem a symetrii. Jsou to infek¢ni Castice tvofené
nukleovou kyselinou uzavienou v bilkovinném obalu a v nékterych ptipadech jesté ob-
klopenou membranovym obalem. Jejich genom muzZe sestavat z dvoufetézcové nebo
jednotetézcové DNA nebo z dvoutetézcoveé nebo jednofetézcové RNA, v zavislosti na
druhu viru. Nejmensi viry maji jen Ctyfi geny, zatimco ty nejvétsi jich maji né€kolik set
az néco pres tisic. Bilkovinna schranka, ktera obklopuje virovy genom, se nazyva kap-
sida. Kapsidy jsou slozeny z velkého mnozstvi bilkovinnych podjednotek nazyvanych
kapsomery a maji dva zakladni typy symetrie - ikosahedralni a helikalni (Campbell and
Reece, 2008).
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1.2 Obecny uvod - adenoviry

Lidské adenoviry (AdV) u bézné populace zplsobuji nejcastéji onemocnéni dychaci
soustavy od bézného nachlazeni az po pneumonii. Ale jsou spojeny i s fadou jinych
klinickych projevii, véetné gastroenteritidy, hepatitidy, keratokonjunktivitidy, meningo-
encefalitidy, cystitidy a myokarditidy. Infekce AdV jsou snadno pienosné a v nékterych
ptipadech vysoce nakazlivé. U bézné populace jsou klinické pribéhy obvykle mirné

(Lion, 2014, 2019).

U imunokompromitovanych jedincti s poskozenou imunitni odpovédi mohou adenovi-
rové infekce probihat tézce a mohou byt spojeny s vysokou morbiditou a mortalitou

(Lion, 2014).

Pokroky v molekularnich a genetickych metodach umoznily detekci, typizaci a monito-
rovani adenovirovych infekci. AdV 1 nadale poskytuji klinické vyzvy tykajici se dia-
gnostiky a 1éCby. Roste pocet typtit AdV identifikovanych genomovou analyzou. S ohle-
dem na klinicky vyznam Zzivot ohrozujicich onemocnéni AdV u imunokompromitova-
nych pacientd je zapotiebi rychlych diagnostickych postupti a vysoce ucinnych léceb-

nych protokold, které nemaji vyznamné vedlejsi ucinky (Lion, 2014).
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2. Adenoviry

2.1 Klasifikace

AdV taxonomicky patii do celedi Adenoviridae a rodu Mastadenovirus. Oznaceni dru-
ht zavisi na nckolika charakteristikach jako je fylogenetickd vzdalenost, organizace
genomu (v oblasti E3, hexonu, pentonu a fiberu), sloZeni nukleotidi, schopnost rekom-
binace, onkogenita u hlodavci, spektrum hostitelii, zkiizena neutralizace, pocet regu-
lacnich genii a hemaglutinace. Diive byly AdV identifikovany, charakterizovany a kla-
sifikovany pomoci serologickych neutralizacnich a hemaglutinacné inhibi¢nich testu,
ale v posledni dobé¢ tyto metody vytésituje genomova a bioinformaticka analyza celého

virového genomu (Lion, 2014; Ismail et al., 2018).

AdV jsou klasicky rozdéleny na zaklad¢ serologickych reakci do sedmi druhti (A az G),
s celkem 103 rozpoznanymi genotypy (Tab. 1) s celymi genomovymi sekvencemi v
GenBank, vcetné plivodnich 51 ,sérotypi* - urenych serologicky, které jsou nyni
vSechny plné sekvenovéany. Viry patfici k jednotlivym druhim AdV vykazuji vysokou
vzajemnou podobnost na tirovni nukleotidi a bézn¢ se rekombinuji se ¢leny jinych typa.
Nové kmeny tedy mohou vznikat jak mutaci, tak rekombinaci dvou riznych kmeni
adenoviru (Rajéani and Ciampor, 2006; Lion, 2014, 2019). Lidsky adenovirovy druh D
(AdV-D) rekombinuje rychleji a ¢astéji nez ostatni druhy a z tohoto dtivodu patii vetsi-
na nov¢ identifikovanych typi AdV na zakladé genomové analyzy do druhu D (Lion,
2014; Ismail et al., 2018).
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Tabulka 1. Soucasné spektrum znamych AdV dle (Lion, 2014, 2019)

Skupina Sérotypy/genotypy Klinické projevy
A gastrointestinalni, respiracni a uro-
12,18, 31, 61 genitalni onemocnéni, meningoen-
cefalitida
B 3, 7, 11, 14, 16, 21, 34, 35, 50, | keratokonjunktivitida,  respiracni
55, 56, 66, 68, 76-79 onemocnéni, meningoencefalitida
C 1,2,5,6,57, 89 respira¢ni onemocnéni, hepatitida
D 8, 9, 10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-
gastrointestinalni onemocnéni,
30, 32, 33, 36-39, 42-49, 51, 53, ) o )
keratokonjunktivitida, meningoen-
54, 56, 58-60, 63-65, 67, 69-75, .
cefalitida
80-88, 90-103
E A keratokonjunktivitida,  respiracni
onemocnéni
F 40, 41 gastrointestinalni onemocnéni
52 gastrointestinalni onemocnéni

2.2 Struktura virionu a nukleové kyseliny

Lidské adenoviry jsou neobalené DNA viry o priméru 70 az 100 nm. Vnéjsi proteinovy

obal vytvari ikosaedr, ktery je tvofen 20 trojihelnikovymi plochami, 30 hranami a 12

vrcholy. Adenovirovou kapsidu tvofi nejméné 7 polypeptidi (proteiny IL, III, A, 1V,

VI, VI, IX) (obr. 1). Zakladnimi proteiny kapsidu jsou hexon (protein II) a penton

(protein III), ke které je piipojen fiber (vlaknity vybézek - protein IV). VSechny tii

hlavni kapsidové proteiny jsou imunogenni. Fazety kapsidy se skladdaji z 240 hexonl a

12 pentond. Penton se vyskytuje v kazdém vrcholu kapsidy, ze kterého vycniva fiber
(Burrell et al., 2017; Pacesa et al., 2017).

Fiber obsahuje tii strukturalni domény: koncova ¢ast, t€lo a kulovité zakonéeni. Konco-

va Cast je vazebnym mistem pro pentonovou bazi. Té€lo fiberu ma rtizné délky mezi typy

AdV, coz vede k rizné flexibilit¢ vlakna a rozdilim v interakci s integriny hostitelskych
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bunck. Kulovité zakonceni se vaze na jeden z nékolika receptorii hostitelskych bu-

nék. Fiber zodpovida za hemaglutinacni vlastnosti.
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Obrazek 1. Struktura a organizace lidského adenoviru

A: Schématické znazornéni organizace kapsidovych a jadrovych proteinti v lidském adenoviru. Umisténi
ruznych proteind je reprezentovano riiznymi barevnymi symboly a odpovidajici ndzvy jsou zobrazeny
vedle obrazku vpravo.

B: Celkova organizace podjednotek hexonové a pentonové baze. Hexony(1-4) jsou barevné rozliSeny ve
svétle modré, rizové, zelené a khaki. Vrcholy pentonu jsou zobrazeny purpurove. Proteiny vnéjsiho obalu
IIa a IX jsou oznaceny fialové a modfe. Obrys ikosaedrické fazety je zndzornén jako Sedy trojuhelnik.

(Reddy and Nemerow, 2014)

Protein hexon tvofi trimér hexonovych podjednotek (obr. 2), jejichz hypervariabilni
oblasti (HVR) tvoti tfi smycky DE1, FG1 a FG2, které lezi na vné&jsi strané virionu a
pokryvaji téméf cely jeho vnéjsi povrch. HVR tvoii 9 oblasti hexonového proteinu a 6
z nich se nachazi na smyéce DEL, tii v useku FG1 (Rux et al.,2003). Sekvenovani hy-
pervariabilnich oblasti hexonového genu se Casto pouziva k typizaci AdV. Sérologicka

klasifikace je zaloZena na reakci protilatek proti hexonu a fiberu. (Lion, 2014).

Mensi kapsidové proteiny Illa, VI, VIII a IX propajcuji stabilitu hexonové skotapce a
celému virionu, podileji se na penetraci do endosomt, transkripéni aktivaci a jaderné
reorganizaci (Raj¢ani and Ciampor, 2006; Ismail et al., 2018). Dalsi proteiny v jadru
kapsidy (proteiny V, VII, X a terminalni protein) interaguji s virovou DNA a napoma-
haji jejimu transportu do jadra infikované bunky (Lion, 2014).

Virova DNA je spojena se ¢tyfmi vnitinimi jadrovymi proteiny (Mu, VII, V a terminal-

.....

Ciampor, 2006; Ismail et al., 2018).
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<262-268>

DEl1 > V1 FG1

FG1 V1 VC><—V2—><DE2>

V2 >< FG2 ><—V2—><-VC>

Obrazek 2. Struktura hexonu (Rux et al., 2003)
A: Krystalograficka struktura monomeru hexonu se smy¢kami DE1, FG1 a FG2 tvorici vngj$i povrch virové kapsidy

B: Bioinformaticka analyza hexonového proteinu s vyznac¢enim hypervariabilnich oblasti 1-9 (oznaceny ¢erveng).
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AdV obsahuji dvouvlaknovou linearni DNA o velikosti genomu v rozmezi od 34 do 38
kbp a nesouci pfiblizné 40 genl. VSechny AdV sdileji podobnou organizaci genomu,
ktery je rozdé€len na Casné, stfedni a pozdni oblasti odpovidajici infekénimu cyklu viru a
odrazejicimu transkripcni vzory. Genom je organizovany do 6 Casnych oblasti (E1A,
E1B, E2A, E2B, E3, E4), kter¢ jsou zapotiebi pfi replikaci viru. E3 transkripéni jednot-
ka je vysoce divergentni mezi druhy AdV a také kdduje proteiny modulujici imunitni
reakci hostitele. Stiedni oblast (opozdéna Casna) obsahuje tii transkrip¢ni jednotky (IX,
IVa2 a E2 late) a pozdni transkripcni jednotka nakonec generuje pét pozdnich mRNA
(L1-L5), které se podileji na produkci zralych viriona (Raj¢ani and Ciampor, 2006;
Burrell et al., 2017).

2.3 Zivotni cyklus viru

Adenovirovy fiber reaguje s fadou receptord hostitelské bunky, coz vede k prichyceni
viru a jeho priniku do bunky. VétSina adenovirh se vaze na receptor CAR (coxsackie a
adenovirus receptor), ktery se vyskytuje na polarizovanych epitelialnich bunkach a na
MCP (membrane cofactor protein) nebo CD46, které se vyskytuji na riiznych buikéach
hostitele. VétSina adenovirti nevyuziva CAR a CD46 soucasné s vyjimkou adenovirti
skupiny D. Po navazani viru na receptor dochazi k endocytoze zprosttedkované integri-
ny, naslednému ,,vysvlec¢eni* (uncoating) viru S pomoci virovych protedz a k odstranéni
fiberdt s pomoci kyselého pH v endozomu. Nasleduje transport ¢aste¢né rozrusené kap-
sidy s pomoci mikrotubult k jadru, kde se piichyti k jadernému p6éru NPC (nuclear pore
complex). Vysvobozeny virovy genom pronikd pies NPC do jadra buiiky, kde je zaha-
jena syntéza nové virové DNA. Ke slozeni virové kapsidy dochdzi v jadru a virus se
uvoliiuje z bunky jeji lyzou. Po lytické infekci muze virus perzistovat v citlivych buin-
kach, zejména v lymfoidnich orgénech jako jsou adenoidy, mandle a Peyerovy platy

(Ghebremedhin, 2014; Ryu, 2017; Khanal, 2018)
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2.4 Epidemiologie

Adenoviry se vyskytuji celosvétové a zplsobuji endemicka i epidemicka onemocnéni.
Endemicky vyskyt je celorocni, sezénni vyskyt zavisi na typu viru a populacni skupiné.
Epidemie adenovirovych respiracnich nemoci jsou obvyklé v zim¢ a na podzim. Ade-
noviry se prenaseji pfimym kontaktem, aerosolem z malych kapének, fekalné-oralni
cestou a n¢kdy i vodou. Zhruba u 50 % nakaZenych probiha infekce asymptomaticky.
Pacienti s poskozenou T-buné¢nou imunitou maji zvySené riziko zavazného prub&hu
adenovirovych infekci. Inkubacni doba trva primémeé 7-13 dni s rozpétim 2 az 21dni

(Richman, Whitley and Hayden, 2017).

2.5 Sterilizace

Protoze jsou adenoviry neobalené viry, jsou odolné vi¢i mnoha dezinfekénim prostied-
kim. OSetfeni povrchti alkoholickymi roztoky (85 az 95%) po dobu nejméné 2 minut
nebo chlornanem sodnym po dobu 10 minut je i&inné pii inaktivaci viru. U¢inna dekon-
taminace povrchii ma zasadni vyznam, zejména na transplantacnich jednotkach a jed-
notkach intenzivni péce, tak aby se zabranilo pfenosu u imunosuprimovanych pacientd

(Lion, 2014).

2.6 Klinické piiznaky

Adenoviry vyvolavaji celou fadu onemocnéni. Primoinfekce adenovirti ¢asto probiha

bez charakteristickych klinickych ptiznakd (Burrell et al., 2017).

2.6.1 Respiracni infekce

Akutni respiracni infekce se vyskytuji zejména u malych déti a jsou klinicky podobné
infekcim zplisobenym jinymi respiracnimi viry. Dité¢ ma kasel, prekrvenou sliznici nosu
a horeCku, hrdlo je zaniceno a Casto dochazi k exsudativni tonzilitidé¢, ktera se podoba

streptokokové infekci skupiny A. Za tyto bézné infekce jsou zodpovédné nejcastéji
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adenoviry 1 az 7, které jsou relativné trivialni, s vyjimkou pftipadd, kdy dochazi
k zanétu stiedniho ucha nebo pneumonii (Lynch and Kajon, 2016; Burrell et al., 2017).

2.6.2 Ocni infekce

Faryngokonjunktivalni horeCka se Casto vyskytuje v malych epidemiich, naptiklad v
détskych letnich taborech a je spojena s typy B3 a B7. Adenovirus E4 zptisobil fadu
nozokomialnich epidemii zdnétu spojivek nebo faryngokonjunktivalni horecky u ne-
ktera zacina jako folikularni konjunktivitida a postupné postihuje rohovku (keratiti-
da). Casto se vyskytuje jako epidemie zptisobena adenoviry D8, D19 a D37. Adenovi-
rus D37 je dnes prevladajici pti¢inou epidemické keratokonjunktivitidy (Lynch and
Kajon, 2016; Burrell et al., 2017).

2.6.3 Genitourinarni infekce

Cervicitida a uretritida jsou béznymi projevy virové infekce adenovirem D37. Hemora-
gicka cystitida, pozorovana hlavné u mladych chlapct, je zpiisobena adenovirem B11 a
vzacnéji adenovirem B21. Adenoviry obvykle asymptomaticky perzistuji v ledvinach a
muzou se vylucovat v moci po dobu mésicti i rokii. Toto je mozné vidét zejména u pii-

jemcu transplantované ledviny (Lynch and Kajon, 2016; Burrell et al., 2017).

2.6.4 Gastrointestinalni infekce

Gastroenteritidy jsou nejcastéji vyvolavany u déti adenovirem F40 a F41. U zdravych
déti mohou zpusobit gastroenteritidu i dalsi typy AdV (A31, D51, D58, G52). AdV
jsou detekovany u 3-14 % stolic u déti s gastroenteritidou. Ale fada adenovirii replikuji-
cich se v sliznici stifeva 1 krku je vyluCovana asymptomaticky ve stolici po dobu tydnii

az mésicu (Fong et al., 2010; Burrell et al., 2017).

2.6.5 Infekce u imunokompromitovanych pacientii

U déti se zdvaznym kombinovanym onemocnénim imunitni nedostatecnosti mohou
bézné adenoviry zplisobovat vazné stavy (Tab. 2), jako je pneumonie nebo meningoen-
cefalitida. U piijemct transplantatu, zejména u déti po transplantaci kmenovych bunék

krvetvorby, a pacientti S AIDS patii mezi nejcastéji hlaSené typy adenoviru typy A-C
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(C1, C2, C5, Al12, A31, B3, B11, B16, B34 a B35) se silnou pievahou typu C ve vétsing
ptipadd. Muze se u nich vyvinout vysoka horecka, pneumonie, hemoragicka cystitida,
encefalitida, hepatitida nebo nefritida. Pacienti s AIDS mohou také vylucovat ve stolici
adenoviry 43 az 47 (Georgiev, 1997; Burrell et al., 2017). Infekce ADV po transplan-
taci krvetvornych kmenovych bunék (HSCT) se vyskytuje u 2—9 % dospélych au 15—
23 % pediatrickych pfijemct. Zejména u déti, 1ékati provadéji aktivni preventivni
dohled PCR detekci AdV v krvi a ve stolici. U symptomatického pacienta se provadi
testovani u vétsi $§kaly vzorki, napf. u vzorka dychacich cest nebo moci (Lion, 2014;

Burrell et al., 2017; Cesaro et al., 2018)

Tabulka 2. Piehled nejcastéjsich adenovirovych onemocnéni a hlavnich sérotypt u

imunokompetentnich a imunokompromitovanych jedincii dle (Echavarria, 2008)

Klinické projevy
Hlavni sérotyp (y)
A |B C D E F
Onemocnéni hornich cest dy-
chacich Vsechny | VSechny
Onemocnéni dolnich cest dy-
chacich 3,7, 21 4
Pertussis syndrom 5
Akutni respirani onemocnéni 7,14, 21 4
Akutni zanét spojivek 7 1,23 4
Akutni hemoragicka konjunkti-
vitida 11
Faryngokonjunktivalni horecka 3,7
Epidemicka keratokonjunktivi-
tida 8,19, 37
Gastroenteritida 40, 41
7, 11,
Hemoragicka cystitida 34, 35
Hepatitida 3,7 1,2,5
Myokarditida 7,21
Meningoencefalitida 7 2,5
Pohlavni nemoci 2
11, 34,
Diseminované onemocnéni 31 |35 1,2,5 40
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2.7 Diagnostika

Diagnosticka metoda zavisi na typu onemocnéni a ziskaném vzorku. Detekce viru svéd-
¢i pro adenovirovou infekci, ale nemusi nutné znamenat klinické onemocné-
ni. Diagnostika adenovirovych infekci se primarné provadi pfimymi metodami. Ty za-
hrnuji izolaci virové DNA a detekci specifického useku DNA. Elektronova mikroskopie
a celogenomové sekvenovani neni v klinickych laboratofich bézné pouzivano. Nepiima
sérologicka diagnostika je omezena v dasledku nedostatku citlivosti pfi nedostate¢né
produkci protilatek, zejména u imunokompromitovanych pacienti. Sérologické vysetie-
ni by proto mélo byt omezeno na epidemiologicka Setfeni nebo na potvrzeni asociace

mezi detekei viru a neobvyklymi klinickymi vysledky (Echavarria, 2008).

Pro pfimou detekci viru se pouZivaji molekularni metody. V poslednich letech vyvoj a
aplikace molekularnich metod s pouzitim amplifikace DNA pomoci PCR zvysily citli-
vost a rychlost diagnostiky (Echavarria, 2008).

2.8 Terapie

Zatim neexistuje zadny antivirovy 1€k, ktery byl schvélen k 1é€b& AdV. Mezi aktudlné
pouzivana antivirotika patii Cidofovir, analog cytosinového nukleotidu, ktery inhibuje
DNA polymerazu. Nezadouci u¢inky 1é¢by zahrnuji nefrotoxicitu, myelosupresi a uvei-
tidu. Nedavno byl vyvinut antivirovy 1ék brincidofovir, coz je derivat cidofoviru, spoje-
ny s lipidy. Lipidova konjugace zlepSuje oralni biologickou dostupnost a zvySuje intra-
celularni koncentraci aktivniho 1é¢iva. Brincidofovir, na rozdil od cidofoviru, neni

nefrotoxicky (Hiwarkar et al., 2017).

Dulezité je poznamenat, Ze ne vSichni pacienti s infekcemi AdV nebo virémii vyzaduji
lécbu. Prospektivni studie u pfijemct transplantace organi nebo transplantace krve-
tvornych kmenovych bunék pouzivajici PCR detekci viru v plasmé v pravidelnych in-
tervalech zjistily, Ze az 58 % pacientd bylo asymptomatickych v dobé virémie (Lynch

and Kajon, 2016).
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2.9 Vakcina

V USA se v letech 1971-1999 pouzivala zZiva peroralni vakcina slozena z adenoviro-
vych typta E4 a B7, ktera se podavala vojenskému personalu. Béhem této doby vyznam-
n¢ poklesl vyskyt adenovirovych infekci ve vojenskych kolektivech. V roce 2011 doslo
k obnoveni vyroby této vakciny. Bezpecnost a u€innost této vakciny nebyla studovana u
bézné populace ani u lidi s oslabenym imunitnim systémem a neni schvalena pro pouziti
mimo armadu. V soudasné dobé neni v Ceské republice k dispozici zadna vakcina proti

adenoviru (Burrell et al., 2017; Richman, Whitley and Hayden, 2017).

2.10 Genovda terapie

Genova terapie je experimentalni 1écba, ktera zahrnuje zavedeni genetického materialu
do bunék cloveka za tcelem 1écby nebo prevence onemocnéni. Védci studuji genovou
terapii fady onemocnéni, jako naptiklad hemofilie, Parkinsonova choroba, rakovina.
Gen muze byt dodan do bunky pouzitim nosi¢e zvaného jako vektor. Nejbéznéjsimi
pouzivané typy vektoru jsou viry (Wickham, 2000; Genetherapynet, 2019). Pro jejich
schopnost infikovat mnoho typt bunék jsou adenoviry jedny z moznych vektord. Pro-
blémy mohou vznikat s preexistujici nebo ziskanou antiadenovirovou imuni-
tou. Konzervativni ptistup k piekonani této piekazky spociva v navrhu a pouziti adeno-
virovych vektorti S modifikovanymi hexony. Zdaleka nejb&éznéjsim sérotypem vektorti
zalozenych na adenoviru pro lidskou genovou terapii je AdV C5 (Rux, Kuser and
Burnett, 2003). Jejich virova DNA v hostitelské butice vytvati tvar uzavieného kruhu.
Tato forma se neintegruje do chromozému. Vlozené geny mizeme umistit v oblasti E1,
E3 nebo E4. Pifi vkladéani cizorodych genli se obvykle postupuje tak, Ze dochazi
k ¢astecné nebo uplné deleci ptivodnich virovych genti. Nejcastéji se vkladaji do oblasti
El, takZe rekombinovany adenovirus ztraci schopnost aktivovat transkripci vlastnich
gentl (Rajéani and Ciampor, 2006). Adenoviry jsou tedy vysoce viestranné organismy

se Sirokym spektrem klinickych roli a aplikaci (Lion, 2014).
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3. Cile prace a hypotézy
1. Reserse: Vyskyt AdV u imunokompetentnich a imunosuprimovanych pacientt.
2. Screening vzorku dychacich cest na ptitomnost AdV in-house soupravou.
3. Porovnani vysledkl s jiz provedenym rutinnim testovdnim pomoci soupravy
Anyplex™ [I RV16 od firmy Seegene.

4. Sekvenace AdV z pozitivnich izolatt.

22



4. Metodika

4.1 Pacienti

Byly pouzity vzorky izolatti nukleovych kyselin z riznych materialt hornich a dolnich
cest dychacich (nazofaryngealni vytér, bronchoalveolarni lavaz, sputum, aspirat) paci-
enti Fakultni nemocnice v Motole. Bylo pouzito 1881 vzorka z let 2013-2015, které

byly po izolaci uloZzeny v mrazdku na -80 °C.

4.2 Izolace materidlu

Izolace nukleovych kyselin byla provedena pomoci soupravy Seeprepl2™ na extratnim
piistroji Seeprep12 od firmy Seegene podle navodu vyrobce. K 530 pl vzorku bylo pfi-
dano 10 pl proteindzy K a 10 ul RV16 interni kontroly, extrakce nukleovych kyseliny
(NK) probéhla pomoci technologie magnetickych partikuli a elu¢ni objem izolované

NK byl 60 pl.

4.3 Real-time PCR a amplifikace

43.1 Detekce pomoci soupravy Anyplex ™ Il RV16

Jiz diive provedena rutinni detekce vzorkl probéhla pomoci komeréni soupravy Any-
plex™ 11 RV16 (RV16) od firmy Seegene vyuzivajici TOCE™technologii (Dae-Hoon,
2012; Jong-Yoon, 2012). Thned po izolaci vzorku byla provedena reverzni transkripce
pro detekci respira¢nich RNA virt ve vzorku. Na ledu bylo do mikrozkumavky
s vickem napipetovano 2 pul Random Hexameru a 8 ul NK izolovaného vzorku. Syntéza
komplementarni DNA (cDNA) pro real-time PCR probé¢hla dle teplotniho protokolu

uvedeného v (Tab. 3) na termocycleru Veriti 96 well od firmy Applied Biosystems.

Tabulka 3. Teplotni protokol reverzni transkripce soupravy Anyplex ™ 11 RV16

teplota [°C] | cas

25 5 min

37 60 min 1 cyklus
95 2 min
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Piehled detekovanych virti komeréni soupravou Anyplex "™ Il RV16 uvadi Tab. 4. AdV
byly detekovany v panelu A pomoci sondy FAM. Bylo potteba pfipravit dvé reakéni

smési pro panel A a panel B (Tab. 5 a 6).

Tabulka 4. Prehled panelt multiplex PCR

Panel A Panel B Sonda

PIV4, AdV MPV, HBoV FAM

PIV1, PIV2, CoV 229E, CoV NLB63,

PIV3 CoV 0C43 HEX

FIuA, FluB, CAL Red

HRV RSVA, RSVB, HEV 610
Quasar

IC IC 670

Tabulka 5. Pfiprava master mixu pro panel A

v 1 reakei [pl]
5x RV16 OM A 4
8 - mop 4
5x Anyplex PCR Master
Mix 4

Tabulka 6. Piiprava master mixu pro panel B

v 1 reakci [pl]
5x RV16 OM B 4
8 - mop 4
5x Anyplex PCR Master
Mix 4

Na ledu bylo napipetovano 12 pl PCR master mixu do 0,2ml PCR zkumavek. Do jedné
master mix A a do druhé master mix B. K master mixu do obou zkumavek bylo ptfidano

8 ul piipravené cDNA. Byl pouzit teplotni program dle Tab. 7.
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Tabulka 7. Teplotni protokol real-time PCR detekce soupravy Anyplex ™ 11 RV16

teplota [°C] | cCas
denaturace |95 15 min
denaturace |95 30s
hybridizace |60 1 min 50 cykla
syntéza 72 30s
55 30s

4.3.2 Detekce pomoci in-house soupravy

Screening vzorkl dychacich cest na pfitomnost AdV byl proveden pomoci in-house

detekéni soupravy, kde byla pouzita sada primert a hybridiza¢ni sonda (Tab. 8) navrze-

né dle Tiveljung-Lindell et al. (2009). Piiprava master mixu je uvedena v (Tab. 9).

Tabulka 8. Pouzita sada primera

Nazev orientace sekvence (5"— 3")
Adenovirus-F forward GCCCCAGTGGTCTTACATGCACATC
Adenovirus-R reverse GCCACGGTGGGGTTTCTAAACTT

Sonda

HEX-
TGCACCAGMCCSGGGCTAGGTAC-
BHQ1

Tabulka 9. Master mix in-house souprava

Finalni konc. v 1 reakei [pl]
H,O 7,82
PCR pufr + MgCl, (15mM) 1x 1,5
MgCl, (25mM) 16+15mM |1
50% glycerol 5% 1,5
dNTP (4 x 5 mM) 100 uM 0,3
primer mix (20 uM) 666 nM 0,5
sonda (HEX) (10 uM) 200 nM 0,3
Qiagen HotMaster polymerase
(5 U/ul) 0,0267 U/ul 0,08 (0,4U)
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Z forwardového a reversového primeru o zakladni koncentraci 100 mM byl pfipraven

primer mix v koncentraci 20 pM dle Tab. 10

Tabulka 10. Ptiprava primer mixu

reagencie objem (ul)
forward primer 90

reverse primer 90

H,O for injection 270

Na ledu do mikrozkumavky s vickem bylo napipetovano 13 pl master mixu a 2 ul DNA
templatu. Jako pozitivni kontroly byly pouzity AdV A31 o koncentraci 10 kopii na ul a
AdV C2 o koncentraci 100 kopii na pl pochazejici ze sbirek Ustavu 1ékai'ské mikrobio-
logie. Reakce PCR probéhla dle teplotniho protokolu (Tab. 11) na termocycleru CFX96
od firmy Bio-Rad.

Tabulka 11. Teplotni protokol screening in-house souprava

teplota [°C] cas
denaturace 95 15 min
denaturace 94 15s .
syntéza 60 1 min S0 eyklu

4.4  Sekvenace pozitivnich PCR produktii

1. kolo touchdown real-time PCR bylo provedeno pomoci in-house detek¢ni soupravy,
kde byla pouzita modifikovana sada degenerovanych primerd (Tab. 12) dle Okada et
al., (2007) detekujici HVR1-6 hexonového genu. Master mix pro polymerazovou feté-

zovou reakci byl pfipraven v poméru reagencii dle (Tab. 13)
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Tabulka 12. Pouzita sada primerd 1. kolo PCR

Nazev Orientace Sekvence (5"'— 3")
Adhex-GT3F_AB forward CSGGNCAGGAYGCYTCGGARTA
Adhex-GT2R-new reverse CNCCCATRTTDCCNGTRCTRTT

Tabulka 13. Master mix pro 1. kolo touchdown real-time PCR in-house souprava

Finalni konc. v 1 reakci [ul]

H.O 8,14

PCR pufr + MgCl, (15mM) 1x 1,5

MgCl, (25mM) 16+15mM 1

50% glycerol 5% 1,5

dNTP (4 x 5 mM) 100 uM 0,3

primer mix (20 uM) 666 nM 0,5

Qiagen HotMaster poly (5 U/ul) 0,02 U/ul 0,06

Do reakce bylo pipetovano 2 ul DNA templatu a 13 pl master mixu. Reakce touchdown
PCR byla provedena dle teplotniho protokolu (Tab. 14) na termocykleru CFX96 od fir-

my Bio-Rad.

Tabulka 14. Teplotni protokol 1 kolo PCR
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teplota [°C] cas
denaturace 95 15 min
denaturace 94 30s 8 cykli
hybridizace 63 - 56 30s (kazdy cyklus pokles
syntéza 72 1 min o1°C)
denaturace 94 30s 10 cykla
hybridizace 55-51 30s (kazdy cyklus pokles
syntéza 72 1 min 00,5 °C)
denaturace 94 30s
hybridizace |50 30s 25 cykli
syntéza 72 1 min
konec 72 10 min




Spravné délky fragmentli pozitivnich vzorkll byly ovéfeny pomoci elektroforézy na

agar6zovém gelu a negativni a slabé pozitivni vzorky byly pouzity do druhého kola tou-

chdown real-time PCR.

2. kolo touchdown real-time PCR bylo provedeno pomoci in-house detek¢ni soupravy,

kde byla pouzita modifikovana sada degenerovanych primera dle Okada et al. (2007)

detekujici HVR1-6 hexonového genu (Tab. 15). Master mix pro polymerazovou fetézo-

vou reakci byl pripraven dle Tab. 16.

Tabulka 15. Pouzita sada primeri 2. kolo PCR

Nazev Orientace Sekvence (5"— 3")
Adhex-GT2F forward CACCCATGTTRCCWGTNCTGTT
Adhex-GT1R-new reverse TTRTCYCTRAANSCRATGTARTT

Tabulka 16. Master mix pro 2. kolo touchdown real-time PCR in-house souprava

Finélni konc. v 1 reakeci [pl]
H,0 9,14
PCR pufr + MgCl, (15mM) 1x 1,5
MgCl, (25mM) 16+15mM |1
50% glycerol 5% 1,5
dNTP (4 x 5 mM) 100 uM 0,3
primer mix (20 uM) 666 nM 0,5
Qiagen HotMaster poly (5 U/ul) 0,02 U/l 0,06 (0,3 U)

Do reakce byl pouzit 1ul amplifikovaného vzorku z prvniho kola PCR a 14 pl master

mixu. Druhé kolo reakce PCR bylo provedeno dle teplotniho protokolu (Tab. 17) na

termocykleru CFX96 od firmy Bio-Rad.
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Tabulka 17. Teplotni protokol 2 kolo PCR

teplota [°C] cas
denaturace |95 15 min
denaturace |94 30s 8 cykla
hybridizace |65 - 58 30s
syntéza 72 1 min (kazdy eyklus pokles o 1 °C)
denaturace |94 30s 10 cykla
hybridizace |57 - 53 30s
syntéza 72 1 min (kazdy cyklus pokles 0 0,5 °C)
denaturace |94 30s
hybridizace |52 30s 20 cykla
syntéza 72 1 min
konec 72 10 min

4.5 Agarozova elektroforéza

Z prvniho i druhého kola touchdown real-time PCR byly pozitivni produkty ovéfeny
elektroforézou na agar6zovém gelu. PCR produkt v objemu 5 pl byl smichan s 1 ul na-
naseci barvicky (6x DNA loading Dye od firmy Thermo Scientific™). Elektroforéza
probihala v elektroforetické vané v fedéném 0,5x TBE pufru na 1,5 % agarosovém gelu
(TopVision LE GQ Agarosa od firmy Fermentas) pii konstantnim napéti 150 V 35 mi-
nut. Pii pfipravé gelu byl jako fluorescencni latka pro detekci NK pouzit 1 pl ethidium
bromidu. Amplifikovan byl produkt pfiblizn¢ o velikosti 1000 bp, velikost produktu
zéalezi na konkrétnim genotypu. Jako srovnavaci vzorek byl nanesen DNA ladder (Ge-
neRuler 100 bp DNA Ladder SM0241 od firmy Thermo Scientific™) obsahujici frag-
menty o znamych molekulovych hmotnostech. Pro digitalizaci vysledka byl pouzit do-

kumentacni systém Quantum ST4 od firmy Vilber Lourmat.
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4.6  Precisténi PCR produktu

Precisténi probeéhlo na piistroji Biomek 3000, pomoci magnetickych partikuli.
V desticce bylo k 10 pul PCR produktu ptidano 18 ul AMPure (Agencourt AMPure XP
od firmy Beckman Coulter). Prob¢hla inkubace 5 minut pii pokojové teploté a desticka
byla pfenesena na magneticky stojanek. K imobilizaci partikuli byly potfeba 3 minuty,
poté byl pipetou odsat supernatant. Partikule byly 2x promyty 200 ul 75% ethanolem a
vzdy byl odsat supernatant. Probéhlo suSeni 5 minut pii pokojové teploté, kde byl odpa-
fen zbytek alkoholu. Desti¢ka byla vyjmuta z magnetického stojanku a bylo pfidano

40 pl injekéni vody. Takto ptrecistény PCR produkt byl pouzit do sekvenacni reakce.

4.7 Amplifikace pro sekvenci

Sekvenacni reakce byla provedena pro kazdy primer zvlast, tedy reverse i forward pri-
mer m¢él vlastni reak¢éni smés. Do mikrozkumavky bylo napipetovano 2 ul PCR produk-
tu a 8 ul mixu. Reakéni smés byla ptipravena dle Tab. 18 a reakce byla pusténa dle sek-
venac¢niho protokolu (Tab. 19) na termocycleru Veriti 96 well od firmy Applied Biosys-

tems.

Tabulka 18. Reakéni smés pro sekvenaéni reakci

v 1 reakci
[m1]
H,0 5,43
5x sequencing buffer 1,75
Sekvenaéni smés BigDye Terminator
3.1 0,5
sekvenacni primer (20 uM) 0,313
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Tabulka 19. Teplotni protokol pro sekvenacéni reakci

teplota cas
[°C]
denaturace |96 1 min
denaturace |96 10s
hybridizace [ 55 5s 25 cykla
syntéza 60 4 min
syntéza 72 7 min

4.8 Precisténi sekvenacéniho produktu a sekvenace

Precisténi sekvenéniho produktu probé&hlo na piistroji Biomek 3000, pomoci magnetic-
kych partikuli. V desti¢ce bylo k 10 pl produktu sekvenaéni reakce pfidano 10 ul Cle-
anSEQ (Agencourt CleanSEQ od firmy Beckman Coulter) a 40 pl 85% ethanolu.
Desticka byla pfesunuta na magneticky stojanek. Byly potfeba 4 minuty k imobilizaci
partikuli, poté byl pipetou odsat supernatant. Partikule byly 2x promyty 100 pl 85%
ethanolem a po inkubaci 1 minuta pfi pokojové teploté byl vzdy odsat supernatant. Pro-
béhlo suseni 10 minut pii pokojové teploté, kde byl odpafen zbytek alkoholu. Desticka
byla sundana z magnetického stojanku a bylo pfidano 80ul 0,05 mM kyseliny ethylen-
diamintetraoctové (EDTA), prob&hla inkubace 5 minut pfi pokojové teploté. Takto pie-
¢iSté€ny sekvenacni produkt byl pouZit k separaci na kapilarni elektroforéze (16ti kapila-

rovy sekvenator abi 3130xl).
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4.9 Bioinformatickad analyza

Bioinformaticka analyza byla provedena pomoci komer¢niho programu Geneious Prime
(verze 2019.2.3, Biomatters Ltd.). Typizace byla provadéna pomoci identifikace hyper-
variabilnich oblasti 1-6 v genu hexonu. Forwardové a reverzové sekvence AdV byly
spojeny pomoci nastroje De Novo Assemble pomoci assembleru Geneious pti nejvyssi
senzitivité. Sekvence byly manudlné revidovany a konsenzualni sekvence byly porov-
navany s databazi Narodniho centra pro biotechnologické informace NCBI pomoci na-

stroje Nucleotide Blast. Na zaklad¢ podobnosti byl nasledné urcen genotyp Adenoviru.
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5. Vysledky

Pomoci kvantitativni in-house detekéni soupravy bylo retrospektivné testovano 1881
vzorkil od 1420 symptomatickych pacientii na respira¢ni infekce z let 2013-2015, pra-
bézné vySetfovanych soupravou Anyplex ™ 11 RV16, a to véetné 80 vzorki inhibova-
nych pii prvotni detekci komercni soupravou (4,25 % ze vsSech testovanych vzorkt). Ze
vzorkli hodnocenych komeréni soupravou jako inhibované se u 5 z nich prokazala pozi-
tivita adenoviru pomoci testované in-house soupravy. Porovnani testované in-house
metody s komer&ni soupravou Anyplex '™ 11 RV16 je prezentovano v tabulce (Tab. 20),
ze které je patrné, Ze 1699 vzorkl bylo negativnich a 100 vzorkid bylo pozitivnich na
adenovirus pomoci obou souprav. Ve 26 piipadech byla pozitivita AdV prokazana pou-
ze soupravou Anyplex ™ 11 RV16 a v 56 piipadech byla pozitivita AdV prokdzana pou-
ze in-house soupravou. Pro jednotlivé soupravy byla spocitana senzitivita a specificita
testu, ktera ¢inila pro Anyplex '™ Il RV16 64,1 % a 98,5 %, Vv piipad& in-house soupra-
vy se jednalo o hodnoty 79,4 % a 96,8 %.

Tabulka 20. Porovnani detekénich souprav na AdV - puvodni detekéni systém Any-

plex ™ 11 RV16 a in-house soupravy

Anyplex ™ II RV16
% Pozitivni Negativni Celkem
U% Pozitivni 100 56 156
% Negativni 26 1699 1725
Z | Celkem 126 1755 1881

Pozitivita adenovirl byla Castéji detekovana u déti, a to zejména z Pediatrické kliniky
(102 pozitivnich vzorki), Kliniky détské hematoonkologie (32) a dale pak u dospé€lych
imunosuprimovanych pacienti z IIl. chirurgické kliniky (17) a Kliniky anesteziologie,

resuscitace a intenzivni mediciny (14) (Obr. 3).
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Obrazek 3. Vyskyt pozitivnich Adenoviri dle kliniky; EXTE — Externi stanice; KARIM — Klinika
anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny; KDHO — Klinika détské hematoonkologie; UHKT —

Ustav hematologie a krevni transfuze

U vsSech 187 pozitivnich vzorkli od 169 pacientt, které vysly pozitivni na AdV
z Anyplex™ 11 RV16 a/nebo in-house soupravy, byla provedena amplifikace hypervari-
abilniho tseku 1-6 hexonového genu. Reprezentativni sekvence byla ziskdna od 70

vzorkl, coz predstavovalo uspésnost sekvenovani 37,4 %.

Podatilo se zachytit genotypy A31, B21, B3, C1, C2, C5, C6, D19 nebo D64, E4 a F41,
pricemz nejcastéji byly detekovany genotypy C2 (25,7 %), A31 (24,3 %), B3 (15,7 %) a
C1 (11,4 %). Z Gspésné sekvenovanych vzorkt pozitivnich pouze metodou RV16 byly
vSechny tfi identifikovany jako AdV B3, v pfipad€ vzorki pozitivnich pouze metodou
in-house bylo 15 vzorkl identifikovano jako AdV A31 a tii vzorky jako AdV skup. C
(Tab. 21).

Zachyt jednotlivych genotypi AdV na jednotlivych klinikach udava (Tab. 22). Na pedi-
atrické klinice byl nejcastéji detekovan AdV skup. C (24 ptipad, 66,7 %). Na KDHO
byl naopak nejcastéji detekovan AdV A31 (12 ptipadd, 60 %).
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Tabulka 21. Zachyt jednotlivych genotyptt AdV véetné porovnani detek¢nich souprav
Anyplex ™ 11 RV16 (RV16) a in-house (IH); + = pozitivni, - = negativni, i = inhibice

Genotyp |RV16+ |RV16+ |RV16-/i |celkem |Procentualni zastoupeni

AdV IH + IH - IH + genotypu z uspésné sek-
venovanych vz.

A3l 2 15 17 24,3%

B21 2 2 2,9%

B3 8 3 11 15,7%

Cl 7 1 8 11,4%

C2 17 1 18 25,7%

C5 4 1 5 7,1%

C6 3 3 4,3%

D19 nebo

D64 1 1 1,4%

E4 2 2 2,9%

F41 3 3 4,3%

celkem |49 3 18 70

Tabulka 22. Vyskyt genotypt adenovirt dle kliniky; EXTE — Externi stanice; KARIM
— Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny; KDHO — Klinika détské

hematoonkologie

D19

NEBO
Klinika A31|B21|/B3 [C1 [C2 |[C5 [C6 |D64 E4 |F41
EXTE 1 2 1
II. chirurgicka klini-
ka 3
Infekéni klinika 1 1
Interni klinika 1
KARIM 1 1 1
KDHO 12 2 |3 2 1
Pediatricka klinika 2 6 (5 |14 |2 |3 |1 1 (2
Pneumologicka kli-
nika 1

35



6. Diskuse

Souprav pro testovani adenovirti ze vzorkid dychacich cest existuje velké mnozstvi, at’

uZ jako in-house metody nebo jako komeréni soupravy. Cim dal tim &astgjsi je testovani

celé palety ruznych respira¢nich virovych infekci, v nichZ nemohou chybét adenoviry.

Hlavnim tskalim je vSak design souprav pro detekci adenovirti. Jelikoz adenovirt exis-
tuje vice jak 100 raznych typa (Lion, 2019) fazenych do sedmi riznych skupin, najit
vhodné konzervativni misto v jejich genomu mize byt dosti problematické. | proto je i
V nasi praci z uvedenych primera patrno, ze se pro tuto detekci pouzivaji tzv. degene-
rované primery, kdy na jednom misté mohou byt pti syntéze primeru, ¢i sondy pouzity
dva a vice nukleotidli (viz. Tab. 8, 12 a 15). Timto zplisobem lze zlepsit citlivost pro
detekci riznych genotypti adenoviri. I tak je ale vhodné pouzité primery fadné otestovat
na riznych genotypech, coz dnes, v ramci certifika¢niho procesu, zaméteného zejména

na proceduralni spravnost vyroby a piipravy kitu, neni vzdy fadné provedeno.

I proto se mize snadno stat, ze rizné soupravy nedokazou detekovat vSechny zndmé
sekvence a zaméfuji se jen na uréité z nich. Casto se tak riizné soupravy zaméfuji jen na
skupiny adenovird zpusobujici respiraéni nebo gastrointestinalni obtize. Bohuzel u vét-
Siny komer¢nich kitl, vetné testovaného je ziskani detailnich informaci od detekova-
nych genotypech adenovird od vyrobce Casto problematické a nasledny vycet teoreticky
detekovatelnych genotypli vétSinou nedostateCny. Protoze vSak v ramci certifikacniho
procesu jsou splnény podminky spojené se sledovanim a dolozenim veSkeré dokumen-
tace, ma valnd vétSina souprav zaméfenych na detekci adenoviri v ndvodu informaci
zcela lakonickou a zavadi uzivatele tim, ze se detekuji adenoviry, tedy v o€ich uzivatele
viechny adenovirové genotypy. V pripadé testované sady Anyplex "™ RV16 Il jsme
pozorovali i piipad pacientky po transplantaci kmenovych bunék krvetvorby, kterd na
diseminovanou a symptomatickou adenovirovou infekci zemiela s obrovskou virovou
naloZi v periferni krvi a orgénech, ale komer¢ni soupravou byla na detekci adenovirti

negativni.

Vyse uvedené je pak vidét 1 na dalSich prezentovanych datech pii porovnani soupravy
Anyplex ™ 11 RV16 s in-house metodou detekce dle Tiveljung-Lindell et al. (2009)
ukazuje znacnou rozdilnost v detekci pozitivit, kdy 87 vzorkll bylo pozitivnich pouze
jednou soupravou a druhou nikoliv, pficemz zachytnost adenoviri byla vyssi u in-house
metody (161 AdV+ in-house versus 126 AdV+ RV16). In-house metoda vykazuje vyssi
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citlivost i pfes fakt, ze se jednalo o retrospektivni testovani dlouhodobé zamrazenych

izolatd a mohlo dochézet k postupné degradaci nukleové kyseliny.

Pouze od 37,4 % pozitivnich vzorkl na adenoviry byla ziskana reprezentativni sekven-
ce. Diivodem nizké vytéznosti je pravdépodobné slaba pozitivita AdV ve vysetfovaném
materidlu. Vysledky typizace adenoviri ze vzorka z dychacich cest jsou az na vyjimky
ve shodé s publikovanymi daty. Detekce skupin A, B, C a E je ¢asto popisovana (Lion,
2014, 2019).

Prikaz adenoviru skupiny D u jednoho pacienta s akutnim zanétem ocnice, infektem
hornich cest dychacich a prijmy koreluje s daty Nakamura et al. (2012) kde prokazali
AdV D19 u pacientt s ketarokonjunktivitidou. Nase souprava typizuje adenoviry pouze
na zéklad¢ useku hexonového genu, a proto neni schopna od sebe odlisit typy AdV D19
od AdV D64, které sdileji stejnou sekvenci hexonu. Navic dle Zhou et al. (2012) pu-
vodni typ AdV D19 charakterizovany poprvé v roce 1955 nebyl asociovan s infekcemi
oka, oproti nové klasifikovanému AdV D64, jehoz infek¢nost byla testovana v in vitro a
in vivo modelech. Bez sekvenovani jiného tiseku DNA AdV nebo jesté 1épe detailniho
celogenomového sekvenovani naseho izolatu nelze presné urcit, o jaky pfesny typ AdV

se jedna.

Piekvapivym nalezem byla detekce AdV F41 u 3 vzorki z dychacich cest od téech paci-
entl. Tento typ se b&Zné piisuzuje gastrointestindlnim potizim, nikoliv jako ptvodce
respiracnich infekt. U dvou pacientil byl ve zdravotnické dokumentaci dohledan rozvoj
prajmi. Poprvé byl V literatufe popsan zachyt AdV F41 ze vzorku dychacich cest ve
studii Echavarria et al. (2006), ktera zminény gastrointestinalni typ detekovala u dvou
pacienti. Zachyt typu F41 zaznamenali ve své studii na 7921 vzorcich
z nazofaryngealnich vytérd i Sriwanna et al. (2013), a to konkrétné u 2 vzorki z 82 po-
zitivné testovanych na adenoviry. Alkhalaf, Guiver and Cooper (2013) prokazali poziti-
vitu AdV F41 z biopsii tonsil u jednoho pacienta. Z vySe uvedenych dat je patrné, ze
dogmatické d€leni adenoviri na respirani a gastrointestinalni typy neplati a mély by
byt pouzivany diagnostické nastroje, které postihnou i méné typické ptipady adenoviro-

vych infekei.

Velkym problémem soupravy AnyplexwI IT RV16 je fakt, ze 15 vzorkl pozitivnich na-
AdV A31 pochazejicich hlavné z Kliniky détské hematoonkologie bylo detekovano

jako negativnich. Tento typ se podili na vzniku lokéalnich epidemii u pacienti po
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transplantaci kostni dfené s moznymi fatalnimi nasledky pii vzniku diseminované ade-
novirové nemoci (Hofmayer et al., 2009). Leruez-Ville et al. (2006) popsala mezi lety
2002-2005 patnact piipadu virémie adenovirti u pacientd po transplantaci kostni diené,
pricemz u 7 ptipadi byl detekovan typ AdV A31l. Z divodu stejného mista, ¢asu (jaro
az 1éto 2013) a vysledku typizace hexonového genu piedpokladaji, Ze §lo o nozokomi-
alni infekci. Swartling et al. (2015) rovnéz popisuje u své retrospektivni studie z let
2011-2012 rozvoj epidemie AdV A31 u deviti imunosuprimovanych pacientd. Nozo-
komialni epidemiologickou spojitost AdV A31 u tfech imunosuprimovanych pacientt
po transplantaci kostni diené uvadi ve své praci Margetts et al. (2018), ktefi vzorky ana-
lyzovali pomoci celogenomového sekvenovani. Jelikoz ve Fakultni nemocnici v Motole
existuje velké détské transplantaéni centrum, kde se provede ro¢né mezi 30-40 alogen-
nimi transplantacemi kostni dfené€, musi virologicka laboratof disponovat soupravou pro
detekci co nejvétsi palety AdV, véetnd AdV A31, coz souprava Anyplex "™ Il RV16
nespliiuje a v Souc¢asné dobé¢ jiz neni pro rutinni diagnostiku respiracnich virt vyuziva-

na.
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7. Zavér

Byl uspésné proveden screening u 1881 zamrazenych nukleovych kyselin ze vzorkl
dychacich cest z let 2013-2015 u pacientt Fakultni nemocnice v Motole pomoci in-
house soupravy. U pozitivnich vzorki na AdV byla provedena sekvenace s vytéznosti
37,4 %. Ditvodem nizké vytéznosti je pravdépodobné slaba pozitivita AdV ve vysetio-
vaném materialu. Srovnanim vysledkt souprav in-house s komer¢ni soupravou Any-
plex™ II RV 16 ukazuje na nedostate¢nou citlivost komeréni soupravy pro detekei AdV,
hlavné typu AdV A31. V soucasné dobé Fakultni nemocnice v Motole pro rutinni vySet-
feni adenovirti soupravou Anyplex'™ Il RV16 ani testovanou in-house soupravu nevyu-
zZiva.

Priklad této komercni soupravy pak ale jasné ukazuje nutnost kritického mysleni pfii
vyuzivani komercnich souprav, kdy CE IVD certifikace nemusi nutné znamenat sprav-
nou detekci a miiZze byt pro dalsi uvazovani o péci o pacienta spiSe zavadgjici, nez na-

pomocna.
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9. Seznam zkratek

AdV
AIDS

bp
CAR
cDNA
CoV
DNA
EDTA
Flu
HBoV
HEV
HRV
HSCT

HVR

kbp
MPV
NCBI

NK
PCR
PIV
RSV

Adenovirus

Syndrom ziskané imunitni nedostate¢nosti (Acquired Immune Deficiency
Syndrome)

paru bazi (base pair)

Coxsackie a adenovirovy receptor (Coxsackie and adenovirus receptor)
komplementarni DNA (complementary DNA)

Coronavirus

Deoxyribonukleova kyselina

Ethylendiamintetraoctova kyselina

Influenza virus

Bocavirus

Enterovirus

Rhinovirus

Transplantace krvetvornych kmenovych bunék (Hematopoietic stem cell
transplantation)

Hypervariabilni oblast (Hypervariable Region)

Interni kontrola (Internal control)

paru kilobazi (kilobase pair)

Metapneumovirus

Narodni centrum pro biotechnologické informace (National Center for
Biotechnology Information)

Nukleova kyselina

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
Parainfluenza virus

Respira¢ni syncytidlni virus
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