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Abstrakt

Onemocnéni respiratniho traktu patfi k nejbéznéjSim onemocnénim
vyskytujicicm se v détské i dospélé populaci po celéem svété. NejCastéji je
zpusobovano viry. U zdravych imunokompetentnich jedinci je prubéh
onemocnéni zpusobeného infekci respiracnich vird zpravidla bez vétSich
komplikaci. Jinak je tomu u imunokompromitovanych pacientd, jako jsou
napfiklad pacienti po transplantacich, které i bézné infekce mohou ohroZovat na
zivoté. Polyomaviry Kl (KIPyV) a WU (WUPyV) a lidsky bocavirus (HBoV) jsou
nejCastéji detekovany v respiracnich vzorcich od déti s akutnim respiracnim
onemocnénim a u imunosuprimovanych pacientt, nicméné jejich patogeneze je
stale nejasna. V této praci bylo retrospektiné testovano na pfitomnost KIPyV,
WUPyYV a HBoV pomoci kvantitativni real-time PCR 822 (745 od dospélych a
77 od déti) vzorki z dychacich cest od 380 (326 dospélych a 54 déti)
imunokomprimovanych pacientd a 84 vzorkua periferni krve. NejCastéji se
vyskytoval HBoV (6,32 % pozitivnich pacienta), dale KIPyV (5,79 % pozitivnich
pacientt)a WUPyV (0,53 % pozitivnich pacientt). Pouze HBoV byl sou¢astné
detekovan i v nékolika vzorcich krve. Studie potvrdila vyskyt polyomavird WU a
Kl a lidského bocavirus v Ceské populaci a to u détskych i dospélych

imunosuprimovanych pacientd.

Klicova slova:
respiracni virus, lidsky bocavirus, HBoV, lidsky polyomavirus Kl, KIPyV, lidsky
polyomavirus WU, WUPyV, herpesvirus, transplantace, transplantace,

imunokompromitovany hostitel



Abstract

Respiratory tract diseases are of the most common infectious diseases among
both children and adult population all over the world. Viruses are the most
frequent cause of respiratory diseases. In healthy immunocompetent individuals
respiratory infection proceeds mostly without major complications.
Immunocompromissed hosts, for example patients after transplatation, are
more susceptible to infection and even common infection may be life
threatening for them. Human polyomaviruses Kl (KIPyV) and WU (WUPyV) and
human bocavirus (HBoV) are most frequently detected in the respiratory tract of
patients with acute respiratory tract infection primarily in children and in
immunosuppressed patients. However, clear causative link between presence
of these viruses and the respiratory disease has not been established. In this
retrospective study were tested by gquantitative real-time PCR 822 (745 from
adults and 77 from children) respiratory samples from 380
immunocompromissed patients included 326 adults and 54 children. Viruses
were also detected in the 84 peripheral blood samples. The most frequently
detected virus was HBoV (6,32 % positive pacients), followed by KIPyV (5,79 %
positive pacients) and WUPyYV (0, 53 % positive patients). Only HBoV was
detected in blood samples. The study confirmed the presence of Kl and WU

polyomaviruses and human bocavirus in the pediatric and adult immunosuppressed

Czech population.

Key words:
respiratory virus, human bocavirus, HBoV, human polyomavirus Kl, KIPyV,
human polyomavirus WU, WUPyYV, herpesvirus, transplant,

immunocompromissed host
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Seznam zkratek
ADV

BKPyV

CMV

EBV

ETR

HBoV

HBoV 1- 4

HHV 6

HHV 7

HSCT

HSV
JCPyV
KIPyV
MCPyV
NP1, NS1
ORF

TAg

tAg

TSPyV

VP1
VP2
\/AY,

WUPYV

adenovirus

lidsky polyomavirus BK
cytomegalovirus

virus Epstein-Barrové

aspirat z endotrachealni kanyly
lidsky bocavirus

podtypy lidského bocaviru 1- 4
lidsky herpes virus 6

lidsky herpesvirus 7

trasnplantace hematopoetickych kmenovych
bunék

herpes simplex virus

lidsky polyomavirus JC

lidsky polyomavirus Ki

polyomavirus z Merkelovych bunék
nestrukturni proteiny lidského bocaviru
otevfeny Cteci ramec

velky tumorogenni antigen polyomavirt
maly tumorogenni antigen polyomavirQ

polyomavirus asociovany s Trichodysplasia
spinulosa

strukturni protein virové kapsidy polyomavirQ
strukturni protein virové kapsidy polyomavirQ
varicella zoster

lidsky polyomavirus WU
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1 Uvod

Lidské virové respiracni patogeny jsou znamy jiz fadu let. Tvofi velmi
pocCetnou skupinu liSici se napfiklad v morfologii virionu, typu nukleové kyseliny,
ale také v mife zavaznosti onemocnéni. Pribéh a zavaznost onemocnéni
nezalezi pouze na viru samotném, ale i na imunitnim systému hostitele.
Zejména imunosuprimovani nebo imunodeficientni jedinci, u kterych, uz
z jakéhokoliv davodu, nefunguje spravné imunitni systém, jsou znevyhodnéni a
mnohem vice ohroZeni nez zdravi jedinci. Mezi i takto imunokompromitované
pacienty patfi, mimo jiné, také pacienti po transplantacich, ¢i pacienti v tézkém
klinickém stavu z raznych pfi€in. Zatimco na horsi funkci imunity u pacient(
v tézkém klinickém stavu se podili zejména metabolicky stav pacienta, u
pacientl po transplantacich je imunitni systém kvuli mozné rejekci Stépu pod
silnymi davkami imunosupresivnich léku, které tlumi vlastni obranyschopnost
organismu. Proto jsou takovi pacienti mnohem nachylnéjSi k bakterialnim a
virovymi infekcim. Bakterialnim infekcim se relativné uc€inné predchazi
hygienickymi opatfenimi nebo podavanim Sirokého spektra antibiotik. Virove
infekce jsou k léCbé obtiznéjsi, jelikoz na nékteré virové infekce nejsou zadna
virostatika k dispozici nebo maji zavazné vedlejSi uCinky. Mezi az Zivota
ohroZzujici virové infekce u takovych pacientl pak patfi i bézné virové infekce,
které u zdravych lidi maji bezpfiznakovy nebo pouze lehky prabéh. Tyto bézné
viry mohou mit pro pacienta po transplantaci fatalni nasledky. Jedinou cestou,
jak toto nebezpedi sniZit ¢i eliminovat, je Casna detekce viru a odpovidajici

terapie.

Tato diplomova prace se zabyva detekci nové objevenych respiracnich
virl u pacientl po transplantaci plic, hematopoetickych kmenovych bunék a
mensi skupiny imonokompromitovanych pacientd |éCenych chemoterapii
vramci onkologické |éCby, €i v zavazném klinickém stavu s umélou plicni
ventilaci a jejich patogenni role. Konkrétné se jedna o lidsky bocavirus z Celedi
Parvoviridae a dva lidské polyomaviry KI a WU z Celedi Polyomaviridae. O
v8ech tfech zminénych virech se i pfes relativné Cetné védecké publikace vi
pomérné malo a to zejména co se tyka jejich patogeneze a klinickych
symptomu, které vyvolavaji. Dle dostupnych informaci infikuji v§echny vékové

katogerie, pfevazné vSak détskou populaci. U zdravych imunokompetentnich
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Vv,

komplikaci, na rozdil od imunosuprimovanych pacientl, u kterych byl
zaznamenan tézsi pribéh s ¢astym vyskytem pneumonii a to zejména u déti.
Ve vyjimecnych pfipadech dochazelo i k umrti pacienta. NejCastéji jsou tyto viry
detekovany v respiraénim traktu, nicméné kvuili ¢astym koinfekcim, vyskytujici
se zaroven s bocavirovou Ci polyomavirovou infekci a jejich vyskytu i u
asymptomatickych pacientd je patogenni vliv na hostitele stale polemizovan a
c¢eka na jasny prikaz. Tato prace se pokousi pfispét k objasnéni patogeneze
zminénych vird a zaroven patfi k prvnim pracim informujicim o epidemiologii

t&chto vir u imunokomprimovanych pacient v Ceské republice.
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2 Prehled literatury

2.1 Respiraéni infekce

Respiracni infekce jsou onemocnéni pfedevsSim sezonniho charakteru
postihujici détskou a dospélou populaci. Zahrnuji jak lehka onemocnéni, tak

zivot ohrozujici stavy. Pfevazna vétSina téchto infekci je virového plvodu.

Onemocnéni dychacich cest se déli podle mista postizeni na
onemocnéni hornich cest dychacich a dolnich cest dychacich. VSeobecné plati,
Ze zavaznost se zvySuje, ¢im vice se infekce blizi dolnim dychacim cestam,
tedy k plicim. Zaujimaji vyznamné postaveni v souvislosti se svoji vysokou
incidenci diky snadné cesté Sifeni probihajici vzduSnou cestou, pFfimym
kontaktem nebo kapénkovou infekci (kychani, kaslani). Patfi mezi nejCastéjsi
onemocnéni lidi na celém svété, postihuji vS8echny vékové kategorie a jsou
nejCastéjSi pfi€inou pracovni neschopnosti a absence déti ve Skolnim a
predskolnim zafizeni. Pouze v CR byva roéné& hladeno 5-6 miliont t&chto
onemocnéni. V priméru onemocni respiracni infekci dospély Cloveék trikrat az
pétkrat roéné, zatimco déti onemocni pétkrat az devétkrat za rok (www.szu.cz).
Inkubadni doba je kratka, zpravidla nékolika dn. Casto se oznaduji jako
nemoci z nachlazeni, i kdyz nemoci zpusobuji infekéni agens, nikoli nizka

teplota.

Puvodci infekci dychacich cest mohou byt bakterie, mykotické organismy
nebo viry. Nejcastéji napadaiji dychaci cesty viry, které zplUsobuji lokalni zanéty
jednotlivych organl, napf. nosohltanu, stfedniho ucha nebo prudusek. Méné
Casté jsou infekce zplsobené bakteriemi, které Casto nasedaji na virem
poSkozenou sliznici a tim komplikuji probihajici virové onemocnéni. Tato
diplomova prace je zaméfena na respiracni viry budu se tedy dale vénovat

pouze viram.
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2.1.1 Respirac€ni viry

Dychaci trakt mohou infikovat jak RNA viry, tak DNA viry. Zpusobuiji
Sirokou Skalu obtizi, kdy rozsah onemocnéni zavisi na urCitém druhu viru, ale
také na véku a stavu imunitniho systému infikovaného jedince. Infekce
zpusobené respiracnimi viry maji spole¢né vlastnosti zahrnujici: kratkou
inkubacni dobu, pfenos z Clovéka na Clovéka a schopnost vzniku epidemie
v komunitach. Pfikladem mohou byt viry chfipky coby prototypy téchto virq,
zpusobujici kazdoro¢né epidemie vedouci ke zvySenému poctu pneumonii,
hospitalizaci a umrtnosti. Infekce jedincu jednotlivymi respiracnimi viry zavisi na
lokalni epidemické situaci a méni se v pribé&hu roku. Mezi nejCastéjSi viry
infikujici Clovéka patfi rhinoviry, adenoviry, koronaviry, lidsky respiraéni

syncycialni virus, influenza virus A a B a viry parainfluenzy.

U imunokompetentnich pacientl zpUsobuiji respiracni viry vétSinou pouze
onemocnéni hornich cest dychacich a tracheobronchialni oblasti. LécCba je
zpravidla pouze symptomaticka, a pokud se nevyskytnou komplikace, pacient ji
pacientd imunokompromitovanych. Zde je vySSi riziko rozSifeni infekce do
dolnich dychacich cest a naslednému vzniku pneumonie. Vznik pneumonii
zpusobuji bézné respiraéni viry u riznych skupin imunokompromitovanych
pacientl zahrnujici pacienty po transplantaci organd, kostni dfené, u pacient(
po protinadorové chemoterapii nebo u pacientu s defekty imunity. Pokud dojde
u téchto pacientld k rozvoji pneumonie, pak je respiraCni selhani Casté a
mortalita vysoka. U takovych pfipadl je nutné nasazeni virostatik popfipadé
antibiotik pokud se k virové infekci pfida i infekce bakterialni. (Rabella et al.
1999; Palmer et al. 1998; Whimbey et al. 1996; Matar et al. 1999; Whimbey at
al. 1997).

2.1.2 Nové respiracni viry
Diagnostika respiraCnich virovych infekci zaCala v roce 1933, kdy byl

prvné objeven virus chfipky A, nasledné byly objeveny i dalSi respiracni viry:
virus coxsackie (1948), echovirus (1951), adenovirus (1953), respiracni
syncytialni virus (RSV) (1956), rhinovirus (1956), virus parainfluenzy (1956) a
koronavirus (1965).
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V 90. létech 20. stoleti se zaCala pouzivat metoda polymerazove
fetézoveé reakce (PCR, polymerase chain reaction) a diky ni byla objevena dalSi
Skala lidskych respiraCnich virh. V roce 2001 byl objeven lidsky
metapneumovirus , nasledoval objev novych koronavirl, lidského bocaviru
(HBoV), lidského rhinoviru skupiny C a D a polyomavird Karolinska Institutet
(KIPyV) a Washington University (WUPyV) (Nishizawa et al. 1997; van den
Hoogen et al. 2001; Drosten et al. 2003; van der Hoek et al. 2004; Allander et
al. 2005; Gaynor et al. 2007; Lee et al. 2007a; Arden et al. 2010). VSechny tyto
nové viry se vyskytuji v celosvétovém méfitku a postihuji vSechny vékové
kategorie. NejCastéji se ale tykaji déti a imunokompromitovanych jedincd, u
kterych mohou vyvolat fatalni nasledky. Jsou znamy i zavazné epidemie
v zafizenich dlouhodobé péce. Dosud neni k dispozici Zzadna specificka IéCba i
oCkovani jednotlivych vir6z, kazdopadné Casny prikaz virového patogena je
dllezity pro izolaci infikovanych pacientll v nemocnicich nebo v zafizenich
dlouhodobé péce a tim zamezit dalSi Sifeni infekce mezi pacienty (Louie et al.
2005; Hicks et al. 2006; Boivin et al. 2007; Omura et al. 2009).
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2.2 Imunokompromitovany pacient

ProtoZze tato prace je zaméfena na detekci virh u
imunokompromitovaného pacienta, je tfeba, zminit se o tom, v jakych
skupinach muzeme zminéného pacienta nalézt. Imunokompromitovany pacient
je obecné vystaven vySSimu riziku infek&nich, ¢asto respiracnich, komplikaci.
Divodem je rlzny stupen nefunkénosti imunitniho systému. Mimo stavd, u
kterych je vliv na imunitni systém pacienta zcela zfejmy, jako jsou pacienti
prochazejici lé€bou maligniho onemocnéni s chemoterapii, Ci pacienti, ktefi
dostavaji imunosupresivni [é€bu pro své autoimunitni onemocnéni je pomeérné
Siroka skupina pacientd, u nichz je horsi funkce imunitniho systému zpravidla
pfehlizena v ramci jiného interniho onemocnéni, jako je napfiklad cukrovka,
pfipadné vramci jejich tézkého klinického stavu, ktery vede ke zhorSeni
metabolického stavu a tak ke zhor$ni funkci imunitniho systému. Mezi tahové

pacienty patfi Casto napfiklad pacienti na umélé plicni ventilaci.

Posledni skupinou pacientl, u kterych je znama vy$Si vnimavost
k infekcim, asto virovym, jsou téhotné Zeny a novorozenci a malé déti. Zatimco
v prvnim pfipadé se jedna o fyziologické snizeni reaktivity imunitniho systému
s ohledem na pfeziti vyvijejiciho se plodu, v druhém pfipadé jde o
nedostate¢nou dozralost imunitniho systému, ktera se s vékem zlepSuje a ktera
je, zejména v nejmenSim véku, vyznamné podporovana prenesenymi

matefskymi protilatkami.

VétSina pacientll vtéto praci vSak proSla transplantaci plic, nebo
hematopoetickych kmenovych bunék a proto se niZze vice zaméfim na tyto
transplantace (Crowe et al. 2001, Bartakova et al. 2005, Gauri a Gant 2015).
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2.3 Transplantace plic

Prvni transplantace plic byla provedena v USA Dr. Jamesem Hardym
vroce 1963. | pfesto, Ze pacient zemfel po 18 dnech, byla tato transplantace
velmi pfinosna pro budouci vyvoj. Hardy timto ukazal mozné provedeni a

vyuzitelnost této metody a tim rozSifil celosvétovy zajem o transplantace.

SkuteCny rozvoj této metody nastal po objeveni cyklosporinu A. Tento
objev se pfipisuje tymu vedenym profesorem Jeanem Borelem v roce 1970.
Tato latka vykazovala silné imunosupresivni u€inky a tim predstavovala zasadni
prevrat v transplantaéni mediciné (Borel 2002). Ke Kklinickému vyuziti byl
cyklosporin pfipraven az v roce 1978, kdy ho prvné na lidech testoval britsky
chirurg Sir Roy Y. Calne (Calne et al. 1979). Zavedeni cyklosporinu do
transplantologické praxe znamenalo zcela zasadni zlepSeni kratkodobych
a dlouhodobych vysledkl, nebot vyznamné poklesl pocet rejekci a doslo k

prodlouzeni pfezivani pacientd.

Dnes je transplantace plic zavedenou klinickou metodou, ktera
pacientim s jinak nevyléCitelnym a vétSinou smrtelnym onemocnénim
umoznuje dlouhodobé preziti a sou€asné vyrazné zlepSeni kvality Zivota. Je ale
dllezité si uvédomit, Ze transplantace je velmi rozsahly chirurgicky zakrok, ktery
sebou nese velka rizika. Nez tedy dojde k rozhodnuti o zafazeni pacienta na
Cekaci listinu, musi byt vyCerpany vSechny mozné dostupné IéCby. Pacienti,
ktefi jsou doporuceni k operaci, jsou v kone¢ném stadiu plicniho onemocnéni a
zaroven riziko blizké smrti je vySSi nez riziko z umrti po operaci. Navic vSak
jejich celkovy zdravotni stav nesmi ohrozit dlouhodoby uspéch a preZiti po
naroc¢né operaci. Je nutné si uvédomit, Ze ani po transplantaci nebude pacient
zit ,normalni zivot, jelikoz nastava zavazujici rezim, ktery zahrnuje dozivotni
imunosupresivni léCbu se v8emi nezadoucimi ucinky, infekéni komplikace,

rejekce, cukrovku, pravidelné kontroly atd. (Orens et al. 2006).

Podstatou transplantace je chirurgicky zakrok, ktery ztéla pfijemce
odstrani plice nemocné a nahradi je zdravymi plicemi darce. Transplantace plic
se provadi jednostranna nebo oboustranna. U jednostranné se transplantuje
pouze jedna plice, je jednodusSi a pfedstavuje pro pacienta menSi zatéz a

riziko. U oboustranné transplantace se transplantuji plice obé a provadi se
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nejCastéji u opakovanych chronickych zanétu. Vyjimkou jsou détsti pacienti, zde
je mozna jesté nahrada plice jednim lalokem od Zivého darce, vétSinou od

jednoho z rodi¢u (Orens et al. 2006).

Transplantace plic a nejenom plic neni otazka pouze vyhovujiciho
pfijemce, ale také darce. Limitujicim faktorem u vSech typu transplantaci je
nedostatek vhodnych darcl a funk&nich §tépu. Vhodnym darcem plic rozumime
pacienta, u kterého byla prokazana smrt mozku, ale jeho plice a ostatni organy
jsou zachovalé a zustavaji s pomoci intenzivni |ékafské péce plné funkéni.
DalSim dualezitym kritériem je velikost plic, ktera musi odpovidat pfijemci a
v neposledni fadé kompatibilita ABO systému pfijemce a darce. Pokud vse
souhlasi, mizeme hovofit o vhodném darci organu. Po odbéru plic je organ
nalozen do specialniho ledového roztoku, ve kterém se prevazi k pfijemci. Tato
doba, od vyjmuti po ulozeni, nesmi pfesahovat dobu 6 hodin, jinak by se
nezachovala spravna funkce plic. Proto je dulezité, aby byly v8echny kroky

velmi dobfe zesynchronizované.

Po operaci nasleduje velice komplikovana pécCe o pacienty, ktera patfi
vySetfeni hladiny imunosupresiv a dalSi laboratorni testy v€etné hemokultur a
sérologického vysSetfeni pfitomnosti virovych & mykotickych infekci, nebot
pravé infekce jsou nejCastéjSi pfi€inou morbidity a mortality vyskytujici se
v obdobi bezprostfedné pooperacnim. Po ukonceni hospitalizace, ktera pfi
optimalnim pribéhu trva 3 — 4 tydny, jsou pacienti dale ambulantné sledovani
v transplantacnich centrech. K ambulantnim kontrolam dochazi z poCatku kazdy
tyden, pozdéji kazdé 2-3 mésice. Smyslem téchto kontrol je v€as rozpoznat
infekce, mimoplicni komplikace a tzv. rejekci, neboli ,odmitnuti®, kdy imunitni
systém pfijemce usiluje o odhojeni transplantované plice, protoZe darcovskou
plici rozeznava jako cizorody material. Riziko rejekce a infekénich komplikaci je
velmi vysoké a udrzet rovnovahu rizika téchto spolu souvisejicich komplikaci
muze byt velmi obtizné a nékdy nefesitelné (Lau et al. 2004). Mezi dvé hlavni
pooperacni komplikace zpUsobujici umrti pacientl jsou uvadény bronchiolitidy a
infekce. Obé tyto komplikace mohou byt znamkou neadekvatni imunosupresivni

terapie, v pfipadé rejekce nizsi, v pfipadé vyssi frekvence infekCnich komplikaci
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naopak vys8i imunosupresivni terapie. ProtoZze jsou v8ak plice vysoce
imunogenni organ, musi byt imunosupresivni terapie zpravidla agresivnéjsi, coz
vede kvelkému utlumeni imunitniho systému a ke vzniku jiz zminénych
komplikaci, které jsou pak pfi€inou zvySené morbidity a mortality pacientt (Snell
a Westall 2007).

OvSem jelikoz jsou plice vysoce imunogenni organ, musi byt
imunosupresivni terapie agresivni, coz vede k velkému utlumeni imunitniho
systému a ke vzniku jiz zminénych komplikaci, které jsou pak pfi¢inou zvysené
morbidity a mortality pacientl (Snell a Westall 2007). Infekce plic jsou
vyvolavany spektrem patogenl zahrnujici bakterie, viry, mykézy a protozoa.
Tyto patogeny mohou byt zaneseny darcovskym organem nebo ziskany az po
operaci. V porovnani s transplantacemi jinych organu je riziko infekce po
transplantaci plic vy$Si a to z nasledujicich divod(. Darci jsou pfed odbérem
organu napojeni na umélou plicni ventilaci a po operaci jsou pfijemci taktéz
napojeni na plicni ventilaci a to déle nez pacienti jinych transplantovanych
organu, tim se zvySuje moznost infekce dychacich cest. Celkové Ize fici, ze
plice jsou jako jediny transplantovany organ trvale vystaveny vlivim vnéjsiho
prostfedi. Dal8i faktory pfispivajici ke vzniku infekce jsou imunosupresivni
|éCba, denervace plic, oslabeny kaSlaci reflex a zhorSena mukociliarni
clearence (odstranovani hlenu fasinkovym epitelem). Mezi nejCastéjsi infekeni
komplikace patfi bakterialni pneumonie, vyskytuje se asi u 10 % pfijemcl

v prvnim tydnu po transplantaci (Lischke et al. 2003).

Rocné se ve svété provadi asi 2 700 transplantaci plic ve 150
specializovanych centrech, z toho asi 2/3 vykonl se provadi v USA, zbytek v
Evropé a Australii (Trulock et al. 2003).

V Ceské republice byl transplantaéni program zahajen pod vedenim
Prof. MUDr. Pavla Pafka, DrSc. koncem roku 1997 na 3. chirurgické klinice 1.
LF UK ve FN Motol, Praha. V sou&asnosti se v Ceské republice provadi okolo
20 transplantaci plic ro¢né, coz jsou vysledky srovnatelné s ostatnimi vyspélymi
centry. Od pocéatku do soudasnosti bylo v Ceské republice transplantovano
celkem 204 pacientd (k 31. 5. 2013), z toho 61 % muzli a 39 % zen. Primérny
vék pacientl v dobé& operace byl 47,2 roku, median 50,28 roku. Statisticky
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nema pohlavi ani vék vliv na délku preziti pacienta po transplantaci. Jeden rok
po transplantaci preziva 77,8 % pacientl, 5 let preziva 54,7 % a 33,5 %
pacientt pfeziva 10 let. Délka preziti se odviji zejména od zakladni diagnozy
plicni choroby a také dle celkového stavu organismu. Podle statistiky potfebuje
okolo 3-5 pacientti v CR transplantaci plic na 1 milion obyvatel za rok, &ekaci
doba je v priméru 12 — 18 mésicu. Bohuzel az 80-90 % plic je nutno odmitnout
pro Spatnou funkci v dobé multiorganového odbéru, a to z duvodu, Ze vyuzivany
koncept hodnoceni funkce plic v Ceské republice je znaéné nepiesny. Nicméné
v poslednich letech byla vyvinuta nova metoda normotermické ex vivo perfuze
plic (EVLP), kdy plice, které by byly dle dneSniho konceptu vyhodnoceny jako
nevhodné, mohou byt ex vivo ventilované a perfundované a v pfipadé zlepSeni
a stability funkce plic, doporu€eny k transplantaci. Pfiprava programu EVLP v
Ceské republice byla jiz zahajena a v soudasnosti je pfipravena na klinické

vyuziti (www.kst.cz; www.uzis.cz; www.fnmotol.cz).
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2.4 Transplantace hematopoetickych kmenovych bunék

Kostni dfen je krvetvorna tkan, ktera vytvafi denné velké mnozstvi
krvinek a krevnich destiCek. U dospélého Clovéka je rozloZzena v kostech
osového skeletu: v téle obratll, lebce, hrudni kosti, lopatkach, panvi, zebrech a
pazni a stehenni kosti (Pecka, 2002). V8echny krevni elementy jsou odvozené
od pluripotentni hematopoetické kmenové bunky (Konradova et al. 2000).
Délenim kmenové bunky vznikaji nové buriky a také tzv. multipotentni bunky,
které se vyvijeji v jednotlivé typy bilych a Cervenych krvinek a krevnich desticek
(Dylevsky et al. 2000).

K transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék (HSCT) dochazi u
pacientd s malignim ¢i nemalignim hematologickym onemocnénim, které je
jinym zpusobem nevylécitelné. Kmenové buriky jsou ziskavany z kostni difené
panevni kosti nebo z periferni i pupecnikové krve (Klener et al. 1999). Aplikuji
se nitrozilni cestou do krve pfijemce a krevnim obéhem se dokazi dostat do
svych obvyklych mist v kostni dfeni, zde se usadit a zacit se mnozit a vyzravat
v krevni buriky. Podle darce lze transplantace kostni difené rozdélit na:
syngenni, autologni a alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych

bunék.

U syngenni transplantace je darcem jednovajeCné dvojCe. Tento typ
transplantace ma vyhodu v tom, Ze geneticka identita nevyvolava odhojovani
Stépu. U autologni transplantace dochazi k transplantaci vlastnich kmenovych
bunék. NejCastéji se provadi po vysoko davkované chemoterapii, jelikoZ vysoké
davky chemoterapeutik vedou ke zni¢eni zarode¢nych bunék v kostni dfeni
pacienta. Kmenové bunky se odebiraji od pacienta jeSté pfed zahajenim
chemoterapie bud z krve, nebo z kostni dfené a po skonCeni IéCby se
pacientovi intravenézné vraceji zpét, aby mohly znovu osidlit kostni dfen a
obnovit tvorbu krve, ktera byla zni€ena vysokodavkovanou chemoterapii. Dnes
se tento postup zcela bézné uziva u vybranych nadoru krevniho pavodu, jako je
mnohoc¢etny myelom, nadory miznich uzlin (lymfomy), nékteré typy leukémii
(které nepostihly pfimo zakladni kmenové buriky), ale i u fady tzv. solidnich
nador (urcita stadia rakoviny prsu, varlat, nadory détského véku apod.).

Pfihojeni vliastnich krvetvornych bunék je u pacienta obvykle bezproblémové a
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jde o jednodus$Si proceduru s kratSim Casem regenerace ve srovnani s

transplantaci alogenni (Vanasek et al. 1996).

Alogenni transplantace bunék je pfevod krvetvornych bunék pacientovi
od jiného zdravého Clovéka. NejcastéjSim dadvodem k alogenni transplantaci
jsou nékteré typy leukémii, vazné krvetvorné utlumy (tézka aplasticka anemie,
myelodysplasticky syndrom), tézké vrozené poruchy obranyschopnosti a
léCbou. Zakladem je dostupny vhodny darce dfené, jehoz HLA systém je
kompatibilni s HLA systémem pfijemce. Vhodny darce se nejdfive hleda mezi
rodinnymi prislusniky, zejména sourozenci. Pokud je hledani v rodiné
neuspésné, dochazi k hledani darce v Ceském nebo mezinarodnim registru
darcl krvetvornych bunék. Pfivykani na cizi kostni dfen je dlouhodobé a trva

fadu mésicu (Pittrova a Navratilova, 2009).
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2.5 Lidsky bocavirus
2.5.1 Objeveni lidského bocaviru

Dlouho dobu byly nékteré infekce respiracniho traktu zpusobené viry bez
detekovatelného puvodce. Zlom nastal az s objevem lidského metapneumoviru
v roce 2001 (van den Hoogen et al. 2001). Védecka spolecnost se tak zaméfila
na vyvoj a zlepSeni molekularnich detekénich metod, diky kterym bylo nasledné
objeveno nékolik dalSich vird. Jednim z nich byl i lidsky bocavirus, ktery byl ve
Svédsku objeven Tobiasem Allanderem vroce 2005. Prvné byl objeven
v nasofaryngealnich vzorcich déti s respiraénim onemocnénim (Allander et al.
2005). Byl to prvni virus objeveny metodou ,molecular virus screening®,
specialni metodou vynalezenou k detekci neznamych virovych sekvenci. Tato
metoda je zaloZzena na nahodné amplifikaci, klonovani, naslednym
sekvenovanim a bioinformaénim zpracovanim dat. Nové objeveny virus byl
sekvencné podobny sviry zceledi Parvoviridae, konkrétné s bovinnim
parvovirem a psim parvovirem 1. Svoje pojmenovani ,bocavirus®, dostal
slou¢enim dvou pfibuznych parvovird (,bovine“ a ,canine) (obrazek 1)
(Allander et al. 2005).

Obrazek 1: Snimky HBoV z elektronového mikroskopu
A — snimek HBoV virion( izolovanych z nasofaryngealniho stéru

B — snimek HBoV virionll ve vzorku z nasofaryngealniho stéru kontaminovanym
plazmou pacienta
Prevzato z: Ursi€ et al. 2011
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2.5.2 Virologie

2.5.2.1 Struktura

Lidsky bocavirus patfi do Celedi Parvoviridae, podceledi Parvovirinae a rodu
Bocavirus. Vyskytuje se ve 4 podtypech - HBoV 1, HBoV 2, HBoV 3 a HBoV 4.
Je to maly neobaleny DNA virus s ikosahedralni kapsidou podobnou kapsidam
ostatnich parvovirl, jako je napfiklad lidsky parvovirus B19. (Gurda et al. 2010).
Genom je linearni jednofetézcovy, negativni polarity, o velikosti okolo 5kb.
Obsahuje tfi oteviené Cteci ramce (ORF). Prvni ORF se nachazi na 5’konci
virové DNA a koduje nestrukturni protein NS1, jehoz funkce neni zatim
objasnéna, ale pravdépodobné se podili na replikaci viru a aktivaci transkripce
virového genomu (Li et al. 2013). Nasledujici ORF kdéduje druhy nestrukturni
protein NP1, ktery je unikatni pro rod Bocavirus a tak chybi u ostatnich
parvovirl (Schwartz et al. 2002). Pravdépodobné hraje dulezitou roli pfi aktivaci
transkripce a regulaci exprese zanétlivych cytokinl (Li et al. 2013). Treti ORF
se nachazi na 3’konci DNA a kdduje dva strukturni proteiny virové kapsidy, VP1
a VP2. Podobnost proteini VP1 a VP2 u lidského bocavirus a bocavirus psiho a
bovinniho je 42 % a 43 % (Allander et al. 2005). Podtypy HBoV 2, 3 a 4 maji
stejnou organizaci genomu jako HBoV 1 a sekvencné se od HBoV 1 odliSuji
z 10 %-40 % (Kapoor et al. 2010).

Dle fylogenetickych studii existuje na svété jen jedna linie HBoV, slozena
ze dvou mirmé odliSnych genotypu. NejvétSi geneticka variabilita byla
variabilita byla pozorovana u sekvenci genl pro nestrukturni proteiny NS1 a
NP1 (Schildgen et al. 2008). Jeho pfirozenym a pravdépodobné jedinym
hostitelem je Clovék, protoZe dosud nebyly publikovany zadné studie, ve kterych

by HBoV infikoval jiné savce.

2.5.2.2 Replikace
Replikace HBoV neni zatim zcela znama, nicméné v posledni dobé se

uvazuje nad dvéma moznymi mechanismy replikace. Prvni mozny
mechanismus replikace je tzv. “rolling hairpin®, ktery se vyskytuje u vétSiny
znamych parvovirt (Lusebrink et al. 2011, Kapoor et al. 2011), druhou moznosti
je replikace pomoci valivé kruznice (,rolling circle). Aby ale fungoval tento

mechanismus je zapotfebi pomocny virus, ktery dokaze iniciovat replikaci.
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Pomocnymi viry mohou byt herpesviry nebo polyomaviry, nebot obé tyto
skupiny virl ,pomaha;ji“ pfi replikaci Dependovirim, pfibuznym virim z Celedii
Parvoviridae neschopnych se replikovat autonomné (Fisher a Mayor 1991,
Thomson et al. 1994, Farkas et al. 2004, Geoffroy a Salvetti 2005, Alazard et al.
2009, Streiter et al. 2011). Jelikoz je HBoV Casto detekovan s dalSimi viry, je
tato moznost velmi pravdépodobna. Nicméné HBoV byl uspésné kultivovan
v bunécnych kulturach i bez pomoci jiného viru (Dijkman et al. 2009). Mazeme
tedy usuzovat, Ze HBoV dokaze bez pomoci jinych vird infikovat hostitele,
pokud ale dojde k infekci hostitele dalSim virem je HBoV schopny zménit svoji

replikacni strategii (Streiter et al. 2011).

2.5.2.3 Epizémy
V roce 2011 byla publikovana prvni studie o vyskytu genomu HBoV 1 a

HBoV 3 v podobé cirkularné uzavienych epizému. Epizémy byly detekovany ve
stfevnim epitelu u déti s gastroenteritidou. Vyskyt bocaviru v podobé epizomu
poukazuje bud na mechanismus perzistence viru v infikované hostitelské
burice, nebo na meziprodukt replikace (Kapoor et al. 2011). Vyskyt epizém byl
publikovan i v dal$ich studii z Ciny (Zhao et al. 2012, Yang et al. 2012) a z USA
(Li et al. 2013). Je tedy pravdépodobné, ze se virus vyskytuje v této podobé
v infikovaném hostiteli, kde néjakou dobu pretrvava. Timto si muzeme
vysvétlovat i Casté nalezy viru u asymptomatickych pacientd. Uvazuje se i
mozné reaktivaci téchto ,spicich® genoma jinymi viry, jelikoz koinfekce jsou u
HBoV pozitivnich pacientt mnohem c¢astéjSi nez u jinych respiracnich a
gastrointestinalnich patogenu (Kesebir et al. 2006, Fry et al. 2007, Kantola et al.
2008).

2.5.3 Patogeneze
V souCasné dobé mame malo informaci ohledné patogeneze lidského

bocavirus. Hlavnim divodem je chybéjici zvifeci model a Casty vyskyt HBoV
s dalSimi respiracnimi viry (Dijkman et al. 2009). Nicméné& model jeho
patogenity muzeme na zakladé vyzkumu infikovanych bunéénych kultur
pfipodobnit modelu patogeneze psiho parvoviru, ten vstupuje do hostitele skrze
respiracni trakt, kde se mnozi, dostava se do krve a vstupuje do
gastrointestinalniho traktu prostfednictvim krevniho fecisté nebo pozitim.

Viriony jsou dale Sifeny kaslanim nebo defekaci (Tijssen 1999). Tento model
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souhlasi s dosud znamymi informacemi ohledné patogenity HBoV. | pres
nejasnou patogenitu tohoto viru se vsoucCasné dobé pouZzivaji v klinické

diagnostice komercni kity, které zahrnuji kromé jinych virt i detekci HBoV.

2.5.4 In vitro model
Teprve vroce 2009 byl zaveden funkéni in vitro model pro HBoV

(Dijkman et al. 2009). Dfive byly pouzivany bunééné kultury LLC-MK2 Hep-2,
Vero, a MRC-5, ty vSak nebyly HBoV permisivni, tudiZ se v nich virus nemnozil
(Foulongne et al. 2006, Ma et al. 2006, Zhang et al. 2008). Dnes je virus
kultivovan v epitelovych bunkach z dychacich cest diferencovanych do
pseudostratifikovaného epitelu lidského dychaciho systému. Tyto kultury je
virus schopny infikovat a replikovat se uvnitf bunék (Dijkman et al. 2009). U
infikovanych bunék dochazi ke ztraté povrchovych fasinek, k rozruseni tésnych
spoju (,tight junctions®) mezi bunkami a ke ztenéeni epitelu v porovnani
s neinfikovanymi bunécnymi kulturami (Deng et al. 2013). Tento in vitro model
by mohl v budoucnu pomoci k objasnéni mnohych nejasnosti tykajicich se

lidského bocavirus a jeho patogeneze.

2.5.5 Epidemiologie
Lidsky bocavirus je jednim z nejCastéjSich patogent vyskytujicich se u

respiraCnich a gastrointestinalnich infekci. Je detekovan celosvétové u vSech
vékovych kategoriich. HBoV 1 je nejCastéji detekovan v respiraénim traktu u
pacientl s respiraCnim onemocnénim a ve stolici u pacientl s gastroenteritidou.
Dale byl detekovan v duodenu (Streiter et al. 2011), vedlejSich nosnich dutinach
(Falcone et al. 2011) a stfevnich biopsiich (Kapoor et al. 2011). HBoV 2, 3 a 4
jsou detekovany zejména ve stolici a jsou spojovany s gastroenteritidou (Arthur
et al. 2009, Han et al. 2009, Kapoor et al. 2009, Shan et al. 2009, Chieochansin
et al. 2010, Chow et al. 2010, Kapoor et al. 2010, Song et al. 2010, Santos et al.
2010, Kantola et al. 2010, Wang et al. 2011, Schildgen et al. 2012). HBoV?2 je
jako jediny z enterickych bocavirl (HBoV 2, 3 a 4), detekovan kromé vzorku

stolice i ve vzorcich z nosohltanu (Han et al. 2009, Song et al. 2010).

Prevalence HBoV 1 se u pacientl s respiracnimi symptomy pohybuje
okolo 2 % - 19 % pozitivnich vzorka z respiracniho traktu. HBoV 2, 3 a 4 jsou

detekovany nejCastéji ve stolici, z toho nej¢astéji je detekovan HBoV 2 (21 % -
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26 %), dale HBoV 3 (1 %) a nakonec HBoV 4 (0,6 %) (Allander et al. 2005,
Arnold et al. 2006, Choi et al. 2006; Kesebir et al. 2006, Ma et al. 2006,
Manning et al. 2006, Smuts a Hardie 2006, Allander et al. 2007b, Bastien et al.
2006, Fry et al. 2007, Maggi et al. 2007, Naghipour et al. 2007, Qu et al. 2007,
Ghietto et al. 2012). Infikovani jsou pfedevsSim déti v primérném véku od 6.
mésice zivota do 3 let s onemocnénim hornich a dolnich cest dychacich nebo
s gastroenteritidou. Koinfekce HBoV s dalSimi viry je velmi Casta, az 83 %
HBoV pozitivnich vzorkl z dychacich cest a 100 % vzorka stolice je infikovano
minimalné jednim dalSim virem (Allander et al. 2005, Arthur et al. 2009, Han et
al. 2009, Kapoor et al. 2010, Chow et al. 2010, Kantola et al. 2010, Santos et al.
2010, Jartti et al. 2012).

v v

Séroprevalence je zavisla na véku studované skupiny lidi. Nejnizsi
séroprevalence
56 % byla pozorovana ve vékové skupiné déti starych 6-8mésict. U déti
starSich dvou let uz dosahuje témér 100 % (Kantola et al. 2011, Hustedt et al.
2012). Nizky vyskyt viru a vysoka séropozitivita HBoV protilatek u déti nad 2
roky naznacuje, Ze protilatky vzniklé pfi primarni infekci v raném détstvi chrani
dité pfed infekci. Pozitivni titry protilatek byly detekovany i u déti mladSich 6
mésicu, tyto protilatky pravdépodobné ziskalo dité od matky jesté prenatalné
(Endo et al. 2007). Séroprevalence podtyptd HBoV1, HBoV2, HBoV3 a HBoV4
je nejvyssi u HBoV1 a klesa smérem k HBoV4. (Kantola et al. 2011, Guo et al.
2012).

2.5.6 Klinicky obraz
2.5.6.1 Lidsky bocavirus a onemocnéni respira¢niho traktu

| pfesto, Ze bylo publikovano mnoho studii o lidském bocavirus, stale
neni stanovena asociace HBoV s onemocnénim respiracniho traktu. Jednim
zdlvodu je Casty vyskyt viru s dalSimi respiranimi patogeny. Nejcastéji
s lidskymi rhinoviry, adenoviry, lidskymi respiraCnimi syncycialnimi viry nebo
bakteriemi Streptococcus spp, Mycoplasma pneumoniae (Choi et al. 2006,
Manning et al. 2006, Calvo et al. 2008, Martin et al. 2010, Jin et al. 2011, Liu et

al. 2011). Jeho patogenita je tak diky ¢astym ko-infekcim téZko odhadnutelna.
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Kochovy postulaty zde aplikovat nemizeme, jelikoZ nam chybi, jizZ zmifiovany,
zviteci model. Mizeme zde ale aplikovat pozménéné Kochovy postulaty
vyvinuté pro molekularni diagnostiku Fredriksem a Relmanem v roce 1996
(Fredricks a Relman 1996). Kde HBoV splfiuje zatim vSechny testované kritéria,

néktere kritéria ale jesté Cekaji na testovani (Allander 2008).

Jak uz bylo zminéno, HBoV se vyskytuje ve vzorcich z dychacich cest u
pacientl s akutnim respiraénim onemocnénim, nemuizeme ale s jistotou Fici, Zze
je pfiCinou onemocnéni, jelikoz existuji viry, které se vyskytuji a prenaseji
prostfednictvim dychaciho traktu, ale nezpUsobuji zadné respiraCni obtize.
Pfesto, je lidsky bocavirus, zejména podtyp 1, uznavan jako virus velmi
pravdépodobné zpusobujici onemocnéni dychaciho traktu, v rozsahu od
lehkého respiracniho onemocnéni po vazné pneumonie a bronchitidy (Sloots et
al. 2006, Bastien et al. 2006, Foulongne et al. 2006). U akutniho respiracniho
onemocnéni detekujeme virus v respiracnim traktu ¢asto ve vysokych kopiich
(> 10* kopii HBoV1 / ml aspiratu), a souéasné je virus detekovatelny i v krevnim
séru. Tyto kritéria pravdépodobné ukazuji na pravé probihajici akutni infekci
(Allander et al. 2007b, Christensen et al. 2010, Vicente et al. 2007, Fry et al,
2007). Byly publikovany studie, kde je HBoV 1 detekovan i u asymptomatickych
pacientu (Kesebir et al. 2006; Allander et al. 2007b, Maggi et al. 2007, Longtin
et al. 2008, von Linstow et al. 2008), divodem proC je virus detekovan i u
asymptomatickych pacientd je pravdépodobné jeho perzistence v podobé
zminénych epizému. Jeho replikace je tudiz velmi nizka nebo zadna. V tomto
pfipadé, by bylo mozné zachytit HBoV i u jiz zdravych asymptomatickych
pacientll (Kesebir et al. 2006, Fry et al. 2007, Kantola et al. 2008). Této
hypotéze nasvédc&uje i fakt, pro€ je HBoV1 detekovan v respiranim traktu i 6
mésicl po odeznéni symptom, coz je déle nez u ostatnich respiracnich vir(. U
asymptomatickych pacientd je HBoV1 detekovan vyhradné v nizkych virovych
kopiich (Regamey et al. 2007, Allander 2008, von Linstow et al. 2008, Martin et
al. 2009, Martin et al. 2010, Blessing et al. 2009, Lehtoranta et al. 2012).

Klinicky odlisit akutni HBoV infekce od jinych respiranich infekci neni
mozné, protoZze mezi symptomy, které se nejCastéji vyskytuji u osob, u kterych

je detekovana pouze infekce HBoV patfi kaSel, horeCka, rinitida. NejCastéjsi
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diagnézou u téchto pacientl je pak onemocnéni hornich cest dychacich,
pneumonie, bronchitida, bronchiolitida a akutni exacerbace astmatu, coz jsou
nejCastéjsi diagnodzy i u jinych respiracnich virovych infekci napf. u RSV infekce
nebo u infekce lidskym metapneumovirem (Weigl et al. 2003, Williams 2005,
Wilkesmann et al. 2006). Zatim nebyly pozorovany zadné symptomy odliSujici
HBoV pozitivni pacienty od pacientl s jinou respiraCni infekci. Hospitalizace
HBoV pozitivnich pacientl probiha hlavné u détskych pacientl, u dospélych jen

zridka.

2.5.6.2 Lidsky bocavirus a gastroenteritida
Lidsky bocavirus je uzce pfibuzny s psim a bovinnim bocavirem. Tyto

viry zpusobuji gastroenteritidu u zvifat, je tedy mozné, Ze by lidsky bocavirus
mohl zpUsobovat gastroenteritidu u lidi. Nékolik studii popisuje vyskyt viru,
zejména podtypu 2, 3 a 4, ve vzorcich stolice u pacientl s gastroenteritidou, ale
zatim zadna souvislost mezi infekci a onemocnénim nebyla prokazana (Arnold
et al. 2006, Kesebir et al. 2006, Lee et al. 2007b, Maggi et al. 2007, Monteny et
al. 2007, Neske et al. 2007, Vicente et al. 2007).

2.5.6.3 Imunosuprimovani pacienti a HBoV infekce
Dosud malo studii bylo vénovano prevalenci a potencialni patogenité

HBoV u imunosuprimovanych ¢&i imunodeficitnich pacientl (Arnold et al. 2006,
Kupfer et al. 2006, Manning et al. 2006, Smuts et al. 2006). Nicméné je
publikovano nékolik zavaznych pfFipadu infekce HBoV, jak u déti, tak u
dospélych, konc€icich smrti pacienta (Calvo et al. 2008, Sadeghi et al. 2013,
UrsSic et al. 2015).

2.5.7 Prenos
Zpusob pfenosu HBoV neni znam, ale jelikoz se jedna o respiracni virus,

predpoklada se pfenos pfimym stykem s nemocnymi, vzdusnou cestou nebo
nepfimo pfedméty, které nemocna osoba kontaminovala. Virus byl detekovan i
ve vzorcich stolice je tedy mozny i pfenos orofekalni. Odolnost HBoV vuci
desinfekénim prostfedkiim nebyla dosud testovana, nicméné ostatni parvoviry
se coby neobalené viry vyznacuji velkou odolnosti. Teoreticky je mozny i

pfenos z darce na pfijemce pfi akutni fazi infekce pomoci krevnich transfuzi Ci

30



transplantovanych organt u mozné perzistence HBoV, ale Zadna studie
zabyvaijici se timto zplsobem pfenosu nebyla publikovana. (Allander et al.
2007a, Qu et al. 2007).

2.5.8 Lécba a prevence
V souCasné dobé neexistuje zadna specificka antivirova |éCba ani

preventivni imunizace (Jartti et al. 2011). Lécba je pouze symptomaticka a je
analogicka s lIécbou jinych respiracnich infekci. Prevence je zaméfena zejména
na omezeni pfenosu viru mezi pacienty. Nicméné, objeveni tohoto viru a jeho
detekce u pacientdl by mohla snizit neodiuvodnéné a celkové neefektivni

podavani antibiotik.

2.5.9 Diagnostika
Diagnostika lidského bocavirus se provadi hlavné pomoci molekularnich

laboratornich metod. VétSina laboratofi v sou¢asné dobé pouziva in-house PCR
a real-time PCR. Primery jsou navrhovany na nejvice konzervativni mista
genomu, coz je, v pripadé HBoV, gen pro nestrukturni protein NS1. Ale protoZe
je geneticka variabilita HBoV velmi nizka, mizeme pouzit i primery zahrnujici
geny pro proteiny NP1, VP1 nebo VP2 (Schildgen et al. 2008). Nasledné
muzeme sekvenovat DNA a rozdélit HBoV dle podtypu (Kantola et al. 2008,
Soderlund-Venermo et al. 2009, Christensen et al. 2010). PCR se nej¢astéji
pouziva kvantitativni a to z toho divodu, abychom byli schopni odliSit akutni
infekci od asymptomatické virové perzistence. Pouhy pozitivni vysledek PCR
bez kvantifikace je u toho viru, zejména u podtypu HBoV1, nedostaduijici, jelikoz
virus dokaze pretrvavat v hostiteli v nizkych kopiich i nékolik mésicli po
uzdraveni pacienta, zatim co vysoky vyskyt viru (> 10* kopii HBoV1 / ml
aspiratu) v respiraénim traktu obvykle koreluje s akutni infekci (Allander et al.
2007a). Dulezita je i souCasna diagnostika vzorku séra, jelikoz pouze u akutni
infekce se virus vyskytuje, kromé dychacich cest, i v krevnim séru (Kantola et
al. 2008, Martin et al. 2009, Séderlund-Venermo et al. 2009, Don et al. 2010,
Hedman et al. 2010, Korppi et al. 2010, Bonvicini et al. 2011, Don et al. 2011).
Doporu€ovana je i sou€asna detekce IgM protilatek (Sdderlund-Venermo et al.
2009). HBoV 1 byl detekovan ve vzorcich respiracniho traktu i ve velmi

vysokém mnozstvi (pres 10'° kopii/ml aspiratu), ale ve vétsiné studii obsahuiji
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pozitivni vzorky mensSi pocCet virové DNA (Allander et al. 2007b, Neske et al.
2007).
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2.6 Polyomaviry Kl a WU

2.6.1 Objeveni polyomavirt Kl a WU
Prvni lidsky polyomavirus byl objeven v roce 1964 neurology Gabrielem

Zu Rheinem a Samem Chouem. Virus byl objeven u pacienta s progresivni
multifokalni leukoencefalopatii pomoci elektronové mikroskopie, ktera byla
viéto dobé novou technologii (ZuRhein a Chou 1965). V jadrech
oligodendrocytl byly objeveny neobalené virové partikule o velikosti pfiblizné
45nm. Izolovany byly az o 6 let pozdéji z tkané mozku nemocného pacienta,
jehoz inicialy byly J. C. a po kterém byl i lidsky polyomavirus pojmenovan
(JCPyV) (Padgett et al. 1971). Nezavisle na tomto objevu, byl ve stejném roce
izolovan jesté dalsi lidsky polyomavirus, BK vpolyomavirus (BKPyV), a to ze
vzorku mocCe pacienta po transplantaci ledvin. | vtomto pfipadé byl virus
pojmenovan dle inicialy pacienta, ze kterého byl prvné izolovan (Gardner et al.
1971).

Témér 40 let byly JCPyV a BKPyV jedinymi znamimi polyomaviry
infikujici Clovéka. Zlom nastal v roce 2007, kdy, diky stale se zlepSujicim
screeningovym metodam, bylo postupné objeveno 10 novych lidskych
polyomavirt. Dnes je znamo dvanact lidskych polyomavird. Mezi nové objevené
lidské polyomaviry patfi: lidsky polyomavirus Kl (Allander et al. 2007a), lidsky
polyomavirus WU (Gaynor et al. 2007), polyomavirus Merkelovych bunék
(MCPyV) (Feng et al. 2008), lidsky polyomavirus 6 (HPyV6) (Schowalter et al.
2010), lidsky polyomavirus 7 (HPyV7) (Schowalter et al. 2010), polyomavirus
asociovany s Trichodysplasia spinulosa (TSPyV) (van der Meijden et al. 2010),
lidsky polyomavirus 9 (HPyV9) (Scuda et al. 2011), lidsky polyomavirus 10
(HPyV10) (Buck et al. 2012), Malawi polyomavirus (MWPYV) (Siebrasse et al.
2012) a Mexico polyomavirus (MXPyV) (Yu et al. 2012). Spolecné

s polyomaviry BK a JC je dnes znamo dvanact lidskych polyomavir(.

Polyomaviry Kl a WU byly objeveny v roce 2007. KIPyV byl objeven ve
Svédsku na lékafské univerzité Institut Karolinska, podle které dostal i
pojmenovani (Allander et al. 2007a). Polyomavirus WUPYV byl objeven v USA
na Washingtonské univerzité a taktéz byl pojmenovan dle institutu, ve kterém

byl prvné detekovan (Gaynor et al. 2007). Oba viry byly izolovany
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z nasofaryngealnich aspiratdl od pacientd s respiraCnim onemocnénim a
zafazeny do celedi Polyomaviridae. WUPyYV a KIPyV jsou si sekvencné
podobni z 65% - 69%. Dle fylogenetickych studii jsou si vzajemné podobné;si
nez napf. s BKPyV ¢€i JCPyV (Gaynor et al. 2007).

2.6.2 Virologie
Polyomaviry patfi do Celedi Polyomaviridae. Tato Celed vznikla roku

2000, kdy byla rozdélena Cceled Papovaviridae na Polyomaviridae a
Papillomaviridae (Viscidi et al. 2006). Nazev Polyomaviridae je odvozen
z fectiny a znamena v prekladu ,mnoho nadort“. Toto pojmenovani vzniklo po
inokulaci prvniho objeveného polyomaviru, mysiho polyomaviru, do nové
narozenych mysi, u kterych inokulovany virus zpusobil ¢etné nadory (Bodaghi
et al. 2009). Celed Polyomaviridae je dale délena na dva savéi rody,
Orthopolyomavirus a Wukipolyomavirus, a jeden ptaci rod Avipolyomavirus. Do
rodu Wukipolyomavirus patfi nedavno objevené polyomaviry, lidsky
polyomavirus KiI, lidsky polyomavirus WU, lidsky polyomavirus 6 a lidsky
polyomavirus 7. Do druhého savciho rodu Orthopolyomavirus patfi zbyvajici

dosud znamé savci polyomaviry (Johne et al. 2011).

Polyomaviry (PyV) jsou malé neobalené DNA viry s ikosahedralni
kapsidou o velikosti pfiblizné 45nm. Genom je cirkularni dvouretézcovy stoceny
do superhelixu tzv. ,supercoiling® struktury o délce okolo 5kB. Kapsida se
sklada ze tfi kaspidovych proteind VP1, VP2 a VP3. Z toho na vnéjsi strané
virionu je vystavéna pouze molekula VP1, ktera interaguje s hostitelskou
burikou. Virovy genom je rozdélen do tfi oblasti - oblast s Casnymi geny, oblast
s pozdnimi geny a nekoddujici regulacni oblast (NCCR), ktera obsahuje
promotory a enhancery a fyzicky od sebe oddéluje oblast s Casnymi a pozdnimi
geny. Casna koduijici oblast je transkribovana hned po vstupu viru hostitelské
bunky (Ferenczy et al. 2012). Po translaci vznika velky tumorogenni antigen
(TAg) a maly tumorogenni antigen (tAg). Nasledné dochazi k replikaci virové
DNA a také ktranskripci a translaci gend pozdni kdédujici oblasti, ze které
vznikaji tfi kapsidové proteiny VP1, VP2 a VP3. Tumorogenni antigeny jsou
regulacni proteiny, které vyvazuji onkosupresory Rb a p53. Tyto proteiny jsou

hlavnimi regulatory bunééného cyklu a po jejich vyvazani se bunka muize
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posunout z G1 faze do S faze a replikovat se. Diky vlastnostem tumorogennich

antigent mize vznikat nadorové onemocnéni (Khalili et al. 2005).

2.6.3 Epidemiologie a diagnostika
Polyomaviry WU a Kl se vyskytuji celosvétové. Jejich prevalence se

v respiracnich vzorcich vyskytuje v rozmezi od 1 % - 16,4 % u WUPyYV a od 0,5
% - 8 % u KIPyV (Ren et al. 2008, Mourez et al. 2009, Teramoto et al. 2011,
Babakir-Mina et al. 2012). Kromé respira¢nich vzorka byly WUPyV a KIPyV
detekovany i v dalSich typech vzork(: ve stolici (Babakir- Mina et al. 2009a,
Kantola et al. 2009, Mina et al. 2009, Mourez et al. 2009, Ren et al. 2009,
Allander et al. 2007a), krvi (Barzon et al. 2009a, Bialasiewicz et al.
2009), plazmé (Miller et al. 2007, Babakir-Mina et al. 2009c, Babakir-Mina et al.
2010), séru (Miller et al. 2007), mozkomiSnim moku (Barzon et al. 2009b),
lymfoidni tkani (Babakir-Mina et al. 2009b, Sharp et al. 2009, Kantola et al.
2009), moci (Allander et al. 2007a, Gaynor et al. 2007, Bialasiewicz et al. 2009),
plicni tkani (Babakir-Mina et al. 2009b, Teramoto et al. 2011) a v alveolarnich

makrofazich (Siebrasse et al. 2014).

Pfenos viru probiha pravdépodobné orofekalni cestou (Babakir-Mina et
al., 2009a, b). Testovany byly i fetalni vzorky, ale prenos infekce z matky na
dité nebyl prokazan (Sadeghi et al. 2010). Oba viry WUPyYV i KIPyV byly
detekovany nejCastéji ve vzorkach z respiracniho traktu a ve vzorkach stolice u
déti a imunokomprimovanych pacientu (Abed et al. 2007, Allanderet al. 2007a,
Bialasiewicz et al. 2007, Gaynor et al. 2007, Han et al. 2007, Norja et al. 2007,
Abedi et al. 2008, Babakir-Mina et al. 2008, Bialasiewicz et al. 2008, Foulongne
et al. 2008, Kleines et al. 2008, Lin et al. 2008, Neske et al. 2008, Payungporn
et al. 2008, Ren et al. 2008, Babakir-Mina et al. 2009a, Babakir-Mina et al.
2009b, Kantola et al. 2009, Mourez et al. 2009, Rao et al. 2011, Yuan et al.
2009, Teramoto et al. 2011).

Vzorky jsou testovany predevSim pomoci PCR. U detekce polyomavirl
je dulezita zejména senzitivita pouzivané metody, proto se pouziva metoda
real-time PCR, jelikoz je citlivéjSi nez klasicka konvencni jednokolova PCR
(Lindau et al. 2009). Jednim z dulezitych kroku je vybrat spravny usek DNA pfi

navrhovani primerd a sond pro real-time PCR. Bylo zjist€no, Ze primery a sondy
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navrhované do oblasti genu pro maly T antigen a do regulacnich oblasti jsou
méné citlivé nez primery a sondy navrhované do oblasti VP1 a VP2 genl
(Bergallo et al. 2009). Vybér cilového mista tudiz mize ovliviiovat vysledek a
prevalenci u téchto virl. Vzhledem k tomu, Ze stale nezname epidemiologii a
klinicky dopad téchto virl na lidskou populaci, je pro nas dulezita dostupnost
vysoce citlivych a specifickych metod jako real-time PCR, které ndm pomuze
ziskat spolehlivé udaje a pfispéje k lepSimu pochopeni patogenni role KIPyV a
WUPYV.

Kvantitativni real-time PCR se bézné pouziva k monitorovani virostatické
terapie u pacientll s chronickym onemocnénim nebo k monitorovani virové
reaktivace cytomegaloviru, viru Epstein-Barrové, lidského polyomaviru BK,
adenovirl a dalSich virll u pacientl po transplantaci (Ciotti et al. 2008, Paba et
al. 2012, Paba et al. 2011, Campanini et al. 2007). Kvantitativni real-time PCR
byla pouzita i pro definovani patogenni role lidského respiraéniho syncytialniho
viru a lidského bocaviru (Campanini et al. 2007, Allander et al. 2007b). Podobné
byla vyvinuta i pro hodnoceni patogenniho potencialu KIPyV a WUPyV. Studie
se od sebe lisi citlivosti metody a typem testovaného vzorku (Lindau et al. 2009,
Bialasiewicz et al. 2007, Bergallo et al. 2009, Kleines et al. 2008, Kuypers et al.
2012, Rao et al. 2011).

Vroce 2012 byla publikovana prospektivni studie zahrnujici 2 732
respiracnich aspiratl od 22 pacientd nasbiranych béhem jednoho roku po
transplantaci hematopoetickych bunék. Incidence KIPyV a WUPYV byla 26 % a
8 %. U pozitivnich pacientd byly pozorovany piskoty pfi dychani (tzv.
,wheezing“) a tvorba hlenu. Nicméné, Zzadna asociace vird s rejekci
Stépu, reaktivaci cytomegaloviru, neutropenii (pokles poctu neutrofilnich
granulocytt pod fyziologickou mez), lymfopenii (snizeny pocet lymfocytu v krvi),
hospitalizaci ¢i smrti nebyla zaznamenana (Kuypers et al. 2012). Vzhledem
k nedostatku prfesvédcCivych studii  KIPyV a WUPyV jako respiracnich
patogenli, nejsou tyto polyomaviry rutiné diagnostikovany v klinickych
laboratofich (Hirsch et al. 2013b).

Séroprevalence KIPyV a WUPyYV byla stanovena pomoci ELISA testu.
Séra pochéazela od pacientd vSech vékovych kategorii a byla testovana na
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pritomnost protilatek proti kapsidovému proteinu VP1. Prevalence u détské
populace, ve véku od 1 roku do 5 let, dosahovala u KIPyV i WUPyYV 45 % a ve
véku od 10 let do 15 let kolem 60 % u KIPyV i WUPyV. U lidi starSich 50 let
dosahovala 71 % u WUPyV a kolem 50 % u KIPyV (Kean et al. 2009). Takto
vysoké pozitivity naznacuji, ze k primarni infekci dochazi jiz v détstvi (Kean et
al. 2009, Nguyen et al. 2009, Neske et al. 2010).

2.6.4 Klinicky obraz
Asociace mezi polyomaviry a onemocnénim byla prokazana jen u

nékterych lidskych polyomavird. Jednim z nich je lidsky BK polyomavirus.
BKPyV zplUsobuje hemorhagickou cystitidu u pacientd po transplantaci
hematopoetickych bunék a BK-nefropatii u pacientd po transplantaci ledvin.
Dale pak JC polyomavirus, ktery je plUvodcem progresivni multifokalni
leukoencefalopatie u imunosuprimovanych pacientd jako jsou napfiklad HIV
pozitivni pacienti. MC polyomavirus je spojen se vzacnym, ale velmi agresivnim
koZnim karcinomem Merkelovych bunék, ktery se vyskytuje u starSich lidi a
imunokomprimovanych pacientl (Feng et al. 2008). TS polyomavirus je spojen
se vzacnym koznim onemocnénim Trichodysplasia spinulosa, které bylo
popsano u imunosuprimovanych pacientll po organové transplantaci (van der
Meijden et al. 2010). U polyomavirdt KlI a WU je asociace infekce
s onemocnénim stale polemizovana. JelikoZz se tyto viry vyskytuji nejCastéji v
respiraCnim traktu, domnivame se, ze se jedna o respiracni patogeny. Situaci
ale komplikuje skuteCnost, ze WUPyYV a KIPyV byly detekovany jak u
asymptomatickych pacientl, tak v pfitomnosti jiného respiracniho patogena.
Priblizné 70 % vzorkd pozitivnich na WUPyV nebo KIPyV je detekovano
s dalSim respiracnim patogenem (Han et al. 2007, Le et al. 2007, Bialasiewicz
et al. 2008). Byly ale publikovany studie, ve kterych byly KIPyV nebo WUPyV
jedinymi detekovatelnymi respiraénimi viry u pacientl s respiraénimi obtizemi.
K nej¢astéjSim klinickym pfiznakim patfil kasel, horeCka, zhorSené dychani a
respiracni  selhani. Diagnostikovana byla i bronchiolitida  nebo
bronchopneumonie (Abed et al. 2007, Han et al. 2007, Le et al. 2007,
Foulongne et al. 2008, Neske et al. 2008, Yuan et al. 2008). Patogenni
potencial WUPyYV a KIPyV je stale velkym otaznikem a v budoucnu vyzaduje

rozsahlejsi studie. Velkym nedostatkem pro budouci vyzkum je chybégjici zvifeci
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model a buné&cné kultury. Nalezeni funkcniho modelu buné&cnych kultur a
zviteciho modelu by pomohlo k lepSimu porozuméni téchto vird a jejich

patogenni role v hostiteli.

2.6.4.1 Imunokompetentni pacienti a infekce lidskym polyomavirem Kl a
WU

Polyomavirus KIPyV a WUPyYV infikuje zejména détskou cast lidské
Probiha bud asymptomaticky, nebo s lehkymi respiracnimi obtizemi. Dospéli
imunokompetentni jedinci jsou infikovani jen vyjime&né (Kean et al. 2009). Po
primarni infekci nasleduje celozivotni perzistence v téle hostitele. U BKPyV a
JVPyYV byla zjiSténa perzistence v epitelialnich bunkach mocového traktu,
zatimco KIPyV a WUPyV pravdépodobné pietrvavaji v lymfatické tkani, protoze

oba byly detekovany ve vzorcich tonsil (Babakir-Mina et al. 2009b).

2.6.4.2 Imunokomprimovani pacienti a infekce lidskym polyomavirem Kl a
wu

WUPyYV a KIPyV jsou Castéji detekovany ve vzorcich od
imunokomprimovanych pacientd nez od pacientd imunokompetentnich.
Napriklad WUPyV byl detekovan ¢&astéji v dychacich sekretech u HIV-1
pozitivnich déti s akutni infekci dolnich cest dychacich nez u
imunokompetentnich déti s akutni infekci dolnich cest dychacich (Venter et al.
2009). Podobné i vijiné studii byl WUPyYV detekovan castéji u
imunokomprimovanych déti s respiracnim onemocnénim nez u
imunokompetentnich a v nékterych pfipadech byl jediny detekovatelny virus.
Mohlo by se tedy jednat o respiracni patogen (Le et al. 2007). Podobné studie
byly publikovany i ohledné KIPyV, kde KIPyV byl detekovan u pacientl po
transplantaci hematopoetickych bunék a podobné jako u WUPyV byl
v nékterych pfipadech jediny zjistény patogen. Z toho vyplyva, Ze imunosuprese
muze mit za nasledek vysSi nachylnosti pacientd k infekci nebo reaktivaci virQ
(Babakir et al. 2013, Csoma et al. 2011, Motamedi et al. 2012, Kantola et al.
2009, Venter et al. 2009, Kuypers et al. 2012, Sharp et al. 2009). Zajimave je,
Ze u pacientu po transplantacich byla ve vzorcich detekovana vysSi virova
naloz nez u pacientd jinak imunosuprimovanych ¢&i imunodeficitnich.
Imunosuprese po transplantacich by tedy mohla byt rizikovy faktor pro tyto
infekce (Rao et al. 2011).
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Ptitomnost KIPyV a WUPYV byla testovana u nékolika typa tkani. Casty
vyskyt a vysoké virové naloze byly zméfeny v lymfoidni tkani pacientd s AIDS
(Sharp et al. 2009). Nicméné nebyla pozorovana Zzadna korelace mezi
pfitomnosti KIPyV a WUPyYV a mnozstvim CD4+ bunék (Babakir-Mina et al.
2010). Dale byly WUPyV a KIPyV detekovany v mozkové tkani u HIV-1
pozitivnich pacientl s progresivni multifokalni leukoencefalopatii. Ale ani zde
nebyla sledovana zadna asociace mezi pfitomnosti viru a histopatologickym

nalezem (Barzon et al. 2009).

Muzeme se tedy domnivat, Ze polyomaviry Kl a WU pravdépodobné patfi
mezi respiracni patogeny, které u imunokomprimovanych pacient za urcitych,
zatim neznamych, okolnosti zpusobuji respiraéni onemocnéni, nicméné zatim
nebyla publikovana zadna studie dokazujici jasnou souvislost infekce s
respiranim onemocnénim. K lepSimu porozuméni patogeneze téchto dvou virli
je zapotifebi rozsahla prospektivni studie zahrnujici imunokompetentni i

imunosuprimované pacienty s i bez respiracniho onemocnéni.

2.6.5 Lécba
Prozatim neni dostupna ani doporu€ena zadna lécba infekce KIPyV a

WUPYV u imunosuprimovanych pacientd (Hirsch et al. 2013b). Nicméné
vzhledem k podobnosti s polyomaviry BKV a JCV by zfejmé bylo mozné IécCit
pacienty pomoci virostatik Cidofovir a Brancidofovir, které se podavaji
pacientum s BKV a JCV infekci (Hirsch et al. 2013a, Rinaldo et al. 2013).
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3 Cile prace

- Detekovat a kvantifikovat lidsky bocavirus, lidsky polyomavirus Kl a
lidsky polyomavirus WU v 822 vzorcich z respiracniho traktu ziskanych

od pacientu po transplantaci plic a hematopoetickych bunék.

- Sestavit jednotnou statistiku vyskytu zvolenych respiraCnich vird u
imunosuprimovanych pacientt v Ceské republice a zhodnotit pFipadny

dopad infekce na pacienty.

- Ziskana data porovnat s vysledky zahraniCnich studii
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4 Material a metody

4.1 Pouzity biologicky material

K retrospektivni detekci HBoV, KIPyV a WUPYV bylo pouzito 822 vzorkda (745
od dospélych a 77 od déti) od 380 pacientu (326 dospélych a 54 déti)
z dychacich cest (median 1,5 vzorku na pacienta) a 84 vzorkl krve. Vzorky byly
ziskavany vramci rutinni detekce Fakultni nemocnice Motol (Praha, Ceska
republika) a Ustavu hematologie a krevni transfuze (Praha, Ceska republika)
mezi roky 2004 - 2014. Vzorky byly opakované odebirany v riznych ¢asovych
intervalech od 277 pacientd po transplantacich plic a hematopoetickych
kmenovych bunék a 103 ventilovanych pacientl Kliniky anesteziologie a
resuscitace FN Motol. Pouzivané vzorky byly z 38 % od Zen a 62 % od muzu.
Primérny vék dospélych byl 48,9 let, median 52 let (rozmezi 19 — 84 let).
Pramérny vék déti byl 6,8 let, median 5,5 let (rozmezi 0,3 - 19 let).

Pouzivané vzorky byly nékolika typu:

1. Bronchoalveolarni lavaz (BAL)

BAL je diagnostické bronchoskopické vysSetfeni, béhem kterého se pacientovi
do bronchu nejprve aplikuje a poté nasledné zpét aspiruje 150-300 ml
fyziologického roztoku. Cilem tohoto vySetfeni je ziskat bronchoalveolarni
tekutinu (BAT) z bronchu a nizSich oblasti dychacich cest (bronchioly, alveoly).
Tato tekutina se dale vySetfuje pfedevSim na bunééné a nebunééné slozky.

79 % detekovanych vzorkl bylo typu BAL.

2. Aspirat z dychacich cest, aspirat z endotrachealni kanyly (ETR)
Tekutina odebrana z dychacich cest pacienta. 21 % detekovanych vzork( bylo

tohoto typu.

3. Krev
Viry se detekovaly v 84 vzorcich krve pochazejicich od infikovanych pacientud, u
nichz byla virova naloz ve vzorku 10%kopii/ml a vice. DNA byla ziskana

z neseparované EDTA krve pomoci Qiagen DNA Blood Mini kitu.
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4.2 Detekované respiracni viry:

1.

Lidsky bocavirus (HBoV), celed Parvoviridae, podceled

Parvovirinae , rod Bocavirus
objevitel Tobias Allander, Svédsko
sekvence - viz nize

2. Lidsky polyomavirus Kl (KIPyV), &eled Polyomaviridae, rod

Wukipolyomavirus

- objevitel Tobias Allander, Svédsko

- sekvence: Kl polyomavirus napf.: isolate CU-255; isolate
Brisbane 003; isolate Brisbane 001; Stockholm 350; strain FZ52,
isolate HNO57

- Gene Bank Accession No.: napf.: EU358766.1; KM085447.1,
FJ754237.1; EF127908.1; EF655827.1; JN582333.1

3. Lidsky polyomavirus WU (WUPyV), Celed Polyomaviridae, rod

Wukipolyomavirus

- objevitel Anne M. Gaynor, USA

- sekvence: WU Polyomavirus napf.: strain S1; isolate HN111,;
isolateHNOO7; isolate HBO37C, strain BJF5276; isolate NP360

- Gene Bank Accession No.: napf.. EF444550.1; EU358768.1,
FJ890981.1; GQ926977.1; GU296375.1; KC571693.1

HBoV pozitivni vzorky byly nasledné rozfazeny do &tyf podtypd, dle

publikovanych sekvenci:

1. HBoV 1
2. HBoV 2
3. HBoV 3
4. HBoV 4

NCBI Reference Sequence. NC_007455.1
NCBI Reference Sequence. NC_012042.1
NCBI Reference Sequence. NC_012564.1
NCBI Reference Sequence. NC_012729.2
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4.3 lzolace DNA

Extrakce DNA byla provedena u vzorkl z respiracniho traktu pomoci Ultra
Clean Spin DNA isolation kiti (MoBio Laboratories, Inc., Carlsbad, CA, USA) a
u vzorkd krve pomoci QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN®, Hilden,
Némecko). VSechny extrakce probéhly podle instrukci vyrobce. Vzorky byly

nasledné uchovany v -20 °C.

4.4 Primery a sondy

Primery pouzité k detekci vird HBoV 1 - 4, KIPyV a WUPyV ve vzorkach od
pacientu, ke klonovani virové DNA a primery pro nested PCR byly navrhovany

v ramci diplomové prace pomoci volné dostupného programu:
Bioedit 7.2 (http://bioedit.software.informer.com/7.2/).

Primery k detekci HBoV 1 - 4 jsou degenerované z davodu zachyceni vSech 4
podtypu HBoV jednim parem primeru, viz tabulka 1.

Sonda k detekci HBoV 1 je pfevzata z ¢lanku Esposito et al. 2008

Sonda k detekci HBoV 1 - 4 byla pfevzata z ¢lanku Kantola et al. 2010.

Sonda kdetekci KIPyV byla navrzena v laboratofi Ustavu lékafské
mikrobiologie FN Motol, viz tabulka 1.

Sonda kdetekci WUPYV byla navrzena v laboratofi Ustavu |ékafské
mikrobiologie FN Motol, viz tabulka 1.

Tabulka 1.
Primery a sondy pro detekci a klonovani vird HBoV, KIPyV, WUPyV
Sekvence Cilovy
gen
HBoV 1 — 4 forward 5-TCA GAC TGC ATCCGG TCT C -3’
HBoV 1 — 4 reverse 5°- CTC ACC ACR WGY GTG GAG CT - 3’ NS1
Sonda HBoV 5'- CCA GAG ATG TTC ACT CGC CG - 3
KIPyV forward 5- TGA ACT GTG ACC ACC ACT CAT -3 A
KIPyV reverse 5'- CAG GTT CGA GAC GAT GGC — 3 gno
Sonda KIPyV 5'-CCA TTC ATG ACA AGG AAA GCG GTT CA—3 | Protein
WUPyV forward 5'- CCA ATT AGC AGC CAC AAG GT - 3 A
WUPYV reverse 5- TCC AGA TCC AGC AAT TGATAG T — 3’ gno
Sonda WUPYV 5 TGT TGT GAC ATC TCC AGT CGG G — 3’ protein

R=AG W=AT Y=CT
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Ostatni pouzivané primery a sondy jsou uvedeny u popisu jednotlivych metod.

4.5 Roztoky

Obecna chemie byla pouzita od firmy Qiagen® (Qiagen HotStar Polymerase —
PCR pufr, MgCl,, polymeraza), glycerol a dNTP byly z roztokl dodavanych
firmou Sigma, ROX-6 referen¢ni barva (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA). Viz
tabulka 2.

Tabulka 2.

PouZzivané reagencie

Reagencie Vyrobce
PCR H,O B Braun
10x pufr + MgCl, (15 mM) QIAGEN ®, Hilden, Némecko
MgCl; (15 mM) QIAGEN ®, Hilden, Némecko
dNTP Sigma
ROX barvi¢ka (100 uM) Invitrogen™ Carlsbad, USA
Primery Metabio
Sondy Invitrogen™ Carlsbad, USA
HotMaster polymeraza 5U/ul QIAGEN ®, Hilden, Némecko

4.6 Klonovani DNA

Klonovanim DNA byly namnozeny bakterialni plazmidy s pozadovanym usekem
virové DNA a nasledné nafedény kalibracni kfivky, které byly pouzity ke

kvantifikaci virové DNA ve vzorcich pacientu.

Postup:

1. PCR

Nejdfive byl poZadovany usek virové DNA namnozen pomoci PCR na pfistroji
Applied Biosystem 7500 Real-Time PCR (Life Technologies™, USA). Pouzité
primery a sonda viz tabulka 1. K namnozeni virové DNA byly pouzity pozitivni
kontroly. Pozitivni kontroly pochazely od infikovanych pacientu. V pfipadé
WUPyV a KIPyV se jednalo o vzorky ziskané od dr. Bialasiewicze ze Sir Albert
Sakzewski Virus Research Centre (Herston, Australie) a to sice izolaty WUPyV
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— 8805 a KIPyV Brisbane 002. Pozitivni vzorek HBoV byl ziskan z pozitivniho
vzorku detekovaného CE certifikovanym kitem Anyplex RV16 firmy Seegene v
Laboratofi virologie Ustavu lékafské mikrobiologie FN Motol. Reakéni smés byla
pripravena dle tabulky 3. Teplotni profil byl pouzit dle tabulky 4 s nékolika

rozdily: finalni extenze byla nastavena na 10 minut, cykld bylo pouzZito misto 45

pouze 30.
Tabulka 3.
Slozeni PCR reakéni smési pro jeden vzorek k detekci virt HBoV, KIPyV a WUPyV
SloZka MnozZstvi pro jednu reakci
HBoV KIPyV WUPyYV

PCR voda 6,865 pl 5,865 pl 7,865 pl
Pufr 10x + MgCl, (15 mM) 1,5 ul 1,5 ul 1,5 ul
MgCl, (25 mM) 2 ul 3l 1 ul
Glycerol 50% 1,5 ul 1,5 ul 1,5 ul
dNTP (4x5 mM) 0,3 pl 0,3 pl 0,3 pl
ROX barvi¢ka (100 uM) 0,1 ul 0,1 ul 0,1 ul
Primer mix (20 yM) 0,375 pl 0,375 ul 0,375 pl
Sonda (10 yM) 0,3 ul 0,3 ul 0,3 ul
HotStar DNA polymeraza (5U/ ul) 0,06 pl 0,06 pl 0,06 pl
DNA templat 2yl 2 ul 2yl
Celkovy objem 15 ul 15 ul 15 ul
Tabulka 4:
Teplotni profil real-time PCR pro pfistroje Applied Biosystem 7500 a Biorad CFX96

Proces Teplota Cas Pocet cykll
aktivace polymerazy 95 °C 15:00 min 1x

denaturace 94 °C 0: 15 min 45 x

syntéza 60 °C 1:00 min

2. ligace DNA

Ligani smés se spole¢né s PCR produkty pfipravila na ledu. Jako vektor byl

pouzit plazmid CR 2.1. Klonovalo se pomoci TA cloning kitu (Invitrogen™,

Carlsbad, CA, USA).
LigaCni smés:

2 pl PCR smési (DNA)
4 ul H,O

2 ul vektor pCR®2.1 (25 ng/pl) (Invitrogen™)
1 ul T4 DNA ligaza (Invitrogen

TM)
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1 pl ligaéni pufr 10X (Invitrogen™)

Ligacni smés byla inkubovana pfres noc v termocykleru pfi 14 °C.

3. Transformace

2 pl ligacni smési byly pfidany do zkumavky s 50 pl kompetentnich bunék z TA
cloning kitu. Bunky byly 30 minut inkubovany na ledu, poté byly na 30 sekund
premistény do 42 °C teplého bloku a opét vraceny na led. Na konec bylo do
smési pfidano 250 pl S.0.C. média (Invitrogen™) pokojové teploty. Bakterie

byly nasledné kultivovany v 37 °C 1 hodinu v tfepacce pfi 225 rpm.

4. Kultivace na agaru

Pfipravené bakterie byly vyoCkovany v rizném objemu (200 ul, 50 ul, 10 ul) na
tfi pevné kultivacni selekéni agarové pudy (imMedia™ Growth Medium, agar,
ampicillin, X-gal/IPTG, Life Technologies™ Czech Republic s.r.o., CR), které
byly pfedem pfipraveny dle navodu vyrobce. Po zaschnuti a vsaknuti do agaru,
byly misky hermeticky uzavieny v sacku a inkubovany pres noc pfi 37 °C. Druhy
den byly misky pfesunuty na 3 hodiny do lednice, aby se vyvinula barva kolonii
na bilé a modré. Toto barevné rozliSeni slouzi k vyhodnocovani transformace
pfi klonovani DNA. Lze takto odliSit kolonie bakterii, které obsahuji a které
neobsahuji viozenou DNA v plazmidu. Zabarveni zpUsobuje gen lacZ pfitomny
ve vektorech, ktery koéduje tzv. a-fragment (-galaktosidasy. Tento enzym
dokaze S&tépit umély substrat, tzv. X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-
galaktopyranosid), ktery je pfitomen v agaru. Tento substrat je bezbarvy, ale
jeho stépenim vznika modry produkt. Pro aktivitu enzymu jsou zapotfebi dva
fragmenty, které dohromady vytvari funkéni enzym. V kédujici sekvenci se
nachazi multiklonovaci misto. Pokud vlozime cizorodou DNA do tohoto mista,
nedochazi ke vzniku funkéniho enzymu. Proto kolonie obsahujici plazmid s
vlozenou cizorodou DNA budou bilé, zatimco kolonie s plazmidem bez cizorodé
DNA modré.

5. Selekce transformant

Bilé kolonie byly pfeoCkovany do tekutého média (Terrific Broth, Sigma-Aldrich
spol. s.r.o., CR) a inkubovany v 37 °C pfes noc v tfepa&ce pii 250 rpm.
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6. I1zolace plazmidu
Plazmid byl izolovan pomoci komeréniho kitu PureLink ® HQ Mini Plasmid

Purification Kit (Invitrogen™).

7. Kvantifikace plazmidu a kontrola jeho Cistoty

Pomoci automatického spektrofotometru NanoDrop (ThermoScientific™) jsme
stanovili koncentraci a Cistotu vyizolované DNA. Koncentrace DNA byla méfena
proti vodé pfi vinové délce 260 nm, byl pouZit pfepocitavaci koeficient pro
dsDNA (50 pg/ml). Cistota byla vypoé&itana z pomér(i absorbanci pfi 260/280
nm.

Z naméfené koncentrace byl vypocCten pocet molekul v 1 pl a dekadicky
nafedéna kalibraCni kfivka. Pro kvantitativni real-time PCR byly pouzivany
koncentrace 10 — 10°. NaméFené koncentrace a vypodty jsou uvedeny v

kapitole 5 Vysledky.

4.7 Detekce viri pomoci real-time PCR

4.7.1 Princip metody real-time PCR

K detekci klinickych vzork( byla pouzita kvantitativni PCR metoda v ,realném
Case“ tzv. real-time PCR. Tato metoda je zalozena na principu klasické PCR
s tim rozdilem, Ze pfi klasické PCR je namnozeny produkt detekovan po
probéhnuti reakce pomoci gelové elektroforézy, zatim co pfi real-time PCR je
produkt detekovan a méfen po kazdém cyklu. To umozriuje detekci produktu a
zaroven kvantifikaci vychoziho mnozstvi templatu. Existuji dvé moznosti
detekce — nepfima (nespecificka) a pfima (cilové-specificka). Pfi nepfimé
detekci jsou vyuzivany fluorescenéni barviva inkorporujici se nespecificky do
DNA (napf. SYBR Green). Pfi pfimé detekci se vyuzivaji fluorescenéné
znacené sondy, které se vazou specificky na sekvenci mezi obéma primery.
V této praci byly pouzity dvojité barvené hydrolyzacni sondy tzv. TagMan®
sondy. Ty jsou znaceny barvivy, tzv. reportéry, na 5konci a na 3’konci maji
navazany zhasec, tzv. quencher. ZhaseC absorbuje fluorescenci reportérového

fluorochromu tak dlouho, dokud je sonda neporusena. Teprve po oddaleni
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zhaSece a reportéru fluoreskuje reportér v oCekavané barvé. K oddaleni dojde
pfi amplifikaci cilové sekvence DNA, kdy DNA polymeraza odstrani a
hydrolyzuje sondu a oddali tak od sebe zhasecC s reportérem. Nasledné dochazi

k uvolnéni fluorescencni latky a k nartstu fluorescence.

Uvolnéna fluorescence je méfena na konci elongacni faze PCR fotooptickym
systémem pfistroje. Software pak vyhodnocuje zaznamenané hodnoty, podle
kterych sestrojuje amplifikacni kfivky. Amplifikacni kfivka ma sigmoidni tvar a
Ize ji rozdélit na Ctyfi Casti: background fazi - amplifikovano cilové sekvence je
zatim malo a fluorescence neni detekovatelna; exponencialni fazi - mnozstvi
fluorescence a tim padem i amplifikovaného produktu exponencialné roste;
linearni fazi - mnozstvi produktu stoupa uz pouze linearné; platé fazi - dochazi k
vyCerpani komponent, dale nedochazi ke zvySovani mnozstvi produktu, ani
fluorescence. AmplifikaCni kfivka je znazornéna na obrazku, viz Obrazek 2.
Prah detekce vznikajici fluorescence neboli threshold, je znazorriovan
horizontalni pfimkou a slouzi k vypoctu hodnoty Ct (tzv. threshold cycle).
Hodnota Ct je Cislo cyklu, ve kterém byl pfekroCen limit detekce. Nachazi se
v misté protnuti fluorescenéniho prahu s amplifikaéni kfivkou. Cim méné cykl
je potfeba k ziskani Ct hodnoty, tim vétsi mnozstvi sledované DNA je ve
vzorku.
(www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_support/documents/generaldo
cuments/cms_050330.pdf)

Vtéto praci byly pouzity sondy znaCené fluoroforem FAM® (6-
karboxyfluorescein), ktery emituje zareni ve vinové délce 520 nm a zhasecem
BlackHole Quencher® (BHQ-1®), ktery pohlcuje fluorescenéni zafeni v rozmezi
vinové délky 480 — 580 nm.
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Obrazek 2: Amplifikaéni kfivky

a - platé faze; b - linearni faze; ¢ - exponencialni faze; d - background faze

RFU - jednotky fluorescence; Ct - treshold cycle

Pfevzato z:
www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_support/documents/generaldocuments
/cms_050330.pdf

4.7.2 Sestrojeni standardiza€nich krivek
Kvantifikace vzorku se provadi na zakladé kalibracnich kfivek, které jsou

konstruovany dle znamého mnozstvi DNA. Takto lze prfesné kvantifikovat
mnozstvi hledané DNA sekvence vzorku. Pokud tedy amplifikujeme vzorek o
neznamé koncentraci spolecné se standardy o znamé koncentraci, software
dokaze pomoci kalibraCnich kfivek vypocitat vychozi po€et molekul ve vzorku.
Pomoci kalibranich kfivek tedy muzeme urc€it mnozstvi virové DNA v klinickém
vzorku a to ndm umoziuje zjistit vyznam hladin virovych DNA se zavaznosti

vzniklych klinickych symptom.

Kalibracni kfivky byly pfipraveny fedici fadou plazmidové DNA z péti ruznych
koncentraci plazmidu (10° kopii /ul, 10* kopii /ul, 10° kopii /ul, 10? kopii /ul, 10*
kopii /ul). Tyto koncentrace byly testovany na pfistrojich Applied Biosystem
7500 Real-Time PCR (Life Technologies™, USA) a CFX96 Touch Real-Time
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PCR Detection (Detection (Bio-Rad, USA) s PCR smési viz tabulka 3 a
teplotnim profilem viz tabulka 4. Nasledné byly nafedéné plazmidy pipetovany

do zkumavek po 50 pl a uchovavany pfi -20 °C.

4.7.3 Redéni primert a sond
Primery byly fedény PCR H,0 dle navodu vyrobce na 100uM roztok. Primer mix

vznikl nafedénim 90 pl 100 pM primeru - forward, 90 pyl 100 yM primeru -
reverse a 270 yl PCR H,0. Vysledna koncentrace primer mixu byla 20 yuM
kazdiho primeru. Primer mix byl nasledné pipetovan do zkumavek po 100 pl a
skladovan pfi teploté — 20 °C.

Sondy byly fedény PCR H,0 dle navodu vyrobce do koncentrace 10 yM. Dale
byly pipetovany do zkumavek po 100 pl a skladovany pfi teploté — 20 °C.

4.7.4 Optimalizace real-time PCR
Optimalizace PCR byla provadéna tak, aby hodnota sklonu standardizacni

kfivky byla co nejblize Cislu -3,32, jelikoz hodnota -3,32 znac&i 100% ucinnost
reakce. Uginnost reakce Ize vypogitat ze sklonu standardizaéni kfivky a vzorce:
E = (100/S°P) 1 ) * 100

Software dodany s real-time PCR pfistrojem tento vypoclet umozZriuje
automaticky. Uginnost reakce by méla byt co nejvyssi, tj. velmi blizka 100%.

Pokud je ucinnost vyrazné nizsi, sniZzuje se presnost kvantifikace.

K optimalizaci real-time PCR byla nafedéna standardiza¢ni kfivka o koncentraci
plazmid(i: 10° kopii /ul, 10* kopii /pl, 10° kopii /ul, 10% kopii /pl, 10* kopii /ul.
Standardni kfivky plazmidd pro HBoV, KIPyV, WUPyV byly amplifikovany
s teplotnim profilem viz tabulka 4. PCR smés byla namichana dle tabulky 3 a

optimalizovana v mnozstvi MgCl, a glycerolu.

1. PCR smés — 1 pyl MgCl,/ vzorek
2. PCR smés — 2 yl MgCl,/ vzorek
3. PCR smés — 3 pl MgCl,/ vzorek
4. PCR smés — 1 yl MgCl,/ vzorek, bez glycerolu
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VSechny ftfi kfivky byly pustény jak na pfistroji CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection (Bio-Rad, USA), tak na pfistroji Applied Biosystem 7500 Real-Time
PCR (Life Technologies™, USA) z dlvodd kontroly a moznosti zamény

dostupnych pfistroju.

Kalibra¢ni kfivka pro:
HBoV byla nejvice konzistentni pfi pouziti smési €. 2 na pfistroji CFX96
Touch Real-Time PCR Detection.
KIPyV byla nejvice konzistentni pfi pouziti smési €. 3 na pfistroji CFX96
Touch Real-Time PCR Detection.
WUPYV byla nejvice konzistentni pfi pouziti smési €. 1 na pfistroji
Applied Biosystem 7500 Real-Time PCR.

4.7.4 Testovani specificity a senzitivity reakce

4.7.4.1 Specificita

Primery a sondy pouzité k detekci vird HBoV, KIPyV a WUPyV byly testovany,
zda u nich nedochazi k amplifikaci jiné nez nami poZzadované virové DNA a tim
k faleSné pozitivnim vysledkim. Specificita reakce byla ovéfena pomoci jiz
pfipravenych pozitivnich kontrol. Pouzité pozitivni kontroly pochazely od
infikovanych pozitivnich pacientd detekovanym na ULM a testovanych na
pristroji Applied Biosystem 7300 Real-Time PCR (Life Technologies™, USA).
Vyjimkou byl polyomavirus SV40, ktery jsme pro testovani ziskali v zaklonované
podobé od dr. Srollera z laboratofe experimentalni virologie Ustavu hematologie
a krevni transfuze v Praze. Specificita primerd a sond byla pro uplnost
testovana i se vzorkem lidské DNA. Vzorky s pozitivnimi kontrolami byly
amplifikovany a analyzovany na pfistrojich Applied Biosystem 7500 Real-Time
PCR (Life Technologies™, Carlsbad, USA) a CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection (Bio-Rad, USA). ReakCni smés byla pouzita dle tabulky 3 a teplotni
profil dle tabulky 4
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Pouzité pozitivni kontroly:

SV40, lidsky polyomavirus WU, lidsky polyomavirus KiI, lidsky polyomavirus BK,
lidsky polyomavirus JC, virus Epstein-Barrové, Varicella zoster virus, lidsky
herpesvirus 6, cytomegalovirus, parvovirus B19, herpes simplex 1, herpes

simplex 2, lidsky adenovirus skupin A-C

4.7.4.2 Senzitivita
Pri testovani senzitivity reakce bylo zjiStovano, jak nizké koncentrace viru je

mozné zachytit. Plazmidy byly nafedény od koncentrace 10°/ul do koncentrace
107 kopii /pl, 10" kopii /ul, 5 kopii /ul, 2,5 kopii /ul, 1,25 kopii /ul, 0,6 kopii /ul,
0,3 kopii /pul. PCR smés byla namichana dle tabulky 3. Do 96-jamkové optické
real-time desky byla po fadach po 10 jamkach naplnéna PCR reakéni smés
s pfisluSsnou koncentraci plazmidu. Prvni fada obsahovala reakéni smés
s plazmidem o koncentraci 10%kopii /ul, druha Fada reakéni smés o koncentraci
plazmidu 10%kopii/ pl atd. az do koncentrace 0,3 kopie/ul. Tento postup byl
proveden u vSech ftfi virl, mikrotitrani desky obsahovaly vzdy negativni
kontrolu (PCR smés bez DNA) a byly pustény na pfistrojich Applied Biosystem
7500 Real-Time PCR a CFX96 Touch Real-Time PCR Detection. Teplotni
protokol byl pouzit dle tabulky 4. Senzitivita byla stanovena na 10 kopii/ul DNA

v reakci.
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4.7.5 Detekce respiracnich vira
Detekce viri pomoci real-time PCR byla provadéna na dvou pfistrojich

virologické laboratofe Fakultni nemocnice Motol:
Applied Biosystem 7500 Real-Time PCR System (Life Technologies™,
Carlsbad, USA)
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, Hercules,
USA)
Pouzité primery a sondy k detekci respiraCnich virll jsou uvedeny vyse (viz
tabulka 1).

PCR reakéni smés k detekci respiracnich vird byla nanasena do 96-jamkové
optické real-time desky (Bio-Rad, Hercules, USA). Jamka obsahovala 13 l
PCR smési a 2 ul DNA vzorku, viz tabulka 3. 2 yl DNA byly zvoleny z davodu
omezeného objemu biologického materialu odebraného od pacientd. Kazdy
vzorek byl vzdy pfed pouzitim promichan a centrifugovan. V kazdém
testovaném béhu byla vzdy pfitomna negativni kontrola a kalibracni kfivka o
koncentraci 10°, 10% 10° 10% 10! kopii plazmidu/ pl. Zbylé jamky byly
obsazeny reakéni smési, ktera obsahovala vzorky od pacientd. Aby se snizila
chyba v pipetovani byly vzorky testovany v duplikatech. K namichani PCR
smési byly pouzivany chemikalie HotStarTag® DNA Polymerase (QIAGEN ®,
Hilden, Némecko). Teplotni profil pro pribéh PRC reakce byl pouzit dle tabulky
4. Desky byly vzdy pfed probéhnutim PCR reakce fadné centrifugovany na
centrifuze Biosan LMC — 3000 (Biosan, Litva) po dobu 2 min, rychlosti 1000

rpm.

4.7.6 Detekce respiracnich vira v krvi
U pacientd s vysokou virovou nalozi ve vzorku (> 10* kopii / ml vzorku) byla

testovana i odebrana periferni krev pro vyskyt pfipadné virémie. Vzorky krve
byly testovany stejnym zpusobem, jako vzorky z respiracniho traktu (viz kapitola

Detekce respiracnich vird).
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4.8 Rozrazeni podtypt HBoV 1, HBoV 2, HBoV 3 a HBoV 4

K rozifazeni 27 HBoV pozitivnich vzorkl bylo pouzito nékolik metod:

1. real-time PCR

VSechny HBoV pozitivni vzorky byly rozfazovany do podtypld pomoci
specifickych primeru viz tabulka 5. Primery byly navrhovany tak, aby specificky
reagovaly pouze s jednim danym podtypem HBoV. HBoV pozitivni vzorky byly
nanaseny do 96-jamkovych optickych real-time desek (Bio-Rad, Hercules, USA)
a testovany na pristroji CFX96 Touch Real-Time PCR Detection (Bio-Rad,
Hercules, USA). Teplotni profil byl pouzit stejny jak pfi detekci HBoV, KIPyV a
WUPYV (viz tabulka 4). Ponechana byla i PCR reakc¢ni smés (viz tabulka 3).
Primery pro detekci podtyptu HBoV 2, 3 a 4 byly navrhovany pomoci programu
Bioedit 7. 2. viz tabulka 5. Vyjimkou byly primery a sonda pro detekci HBoV 1,

které byly pouzity ze zasob laboratofe Iekarské mikrobiologie FN Motol.

Tabulka 5:
Primery a sonda k detekci podtypt HBoV 1, 2, 3, 4

Sekvence Cilovy gen

HBoV 1- forward 5- GGA AGA GAC ACT GGC AGACAA-3

HBoV 1- reverse 5-GGG TGT TCCTGATGA TAT GAG C -3 NP1

HBoV 1 - sonda 5-CTGCGG CTICCTIGCTICCTIGTGAT -3

HBoV 2 -forward | 5°- CGA GCATAT ATC CTATAT AAGCC-3’

HBoV 2 - reverse 5-ATAGTGTCACTCACCACGTGC -3

HBoV 3 - forward | 5- CGA GCA TAT ACC CTATAT AAACG -3

HBoV 3 - reverse 5-TAATTT GACTCACCACCAGTC -3’ NS1

HBoV 4 - forward | 5- TGA GCA TAT AGC CTATAT AAACC -3’

HBoV 4 - reverse 5-ATAGTG TCA CTC ACC ACAAGC -3

HBoV 1 - 4 sonda 5-CTGCGGCTCCTGCTCCTIGTGAT-3"

2. Nested PCR

Nested PCR, tzv. zahnizdéna PCR, je modifikace klasické PCR. Amplifikace
probiha dvoufazové za pouziti dvou parl raznych primert - vnitfnich a vnéjsich.
V prvni fazi je pomoci jedné dvojice primeru (vnéjSich) namnozena delSi
sekvence DNA. Ziskany produkt je pak pfenesen do nové reakeni smési, ktera
obsahuje druhy par (vnitfnich) primer(d. Tento par primerd naseda na PCR

produkty amplifikované v prvni fazi PCR, produkty z druhé faze jsou tedy kratsi
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nez produkty z faze prvni. Po skonCeni amplifikace se detekce amplifikované
DNA provadi na gelové elektroforéze. K vyhodam této techniky patfi vysoka
vytéZnost a specifita dana dvéma dvojicemi primeru. Nevyhodou je, Ze
otviranim zkumavek a pfenosem vzorkl po prvni fazi se zvySuje riziko

kontaminace.

Nested PCR byla provadéna v termocykleru Veriti Applied Biosystems (Life
Technologies™, USA). V8echny HBoV pozitivni vzorky byly naneseny do
zkumavek spole¢né s PCR reakcéni smési (viz tabuka 3) a vnéjSimi primery (viz
tabulka 6). PCR reakce byla pusténa dle teplotniho protokolu (viz tabulka 4). Po
skoncCeni prvni faze amplifikace byly z kazdé zkumavky preneseny 2 pl vzniklé
smési do novych zkumavek. Nové zkumavky obsahovaly PCR reakéni smés,
ktera byla identicka se smési z prvni faze PCR, pouze misto vnéjSich primer
obsahovala primery vnitfni. Jako vnitfini primery byly pouzity &tyfi rdzné pary
primer( (tabulka 6). Kazdy par byl specificky pouze k jednomu podtypu HBoV.
Druha faze amplifikace se tudiz opakovala &tyfikrat a to vzdy s jinym parem
primerd. Teplotni protokol byl zachovan z prvni faze. Po skonceni druhé faze

byly namnozené DNA amplikony detekovany na gelové elektroforéze.

Tabulka 6:
Primery pro nested PCR

Sekvence Cilovy gen

Primery vnéjsi

HBoV - forward 5-TCCWCG YTG YGA CAT HRT WK - 3°

HBoV - reverse 5- CRT CAG GTY TGC TGK AAG RWG - 3’ NS 1
Primery vnitfni
HBoV 1- forward 5- GCT AGG AGA GAAAAACTTAC-3
HBoV 1- reverse 5-CGCTCAGCCTTTTTT AGAGT -3’
HBoV 2 - forward 5-AAATGG TTC AGAACATCT AC-3°
HBoV 2 - reverse 5-CGTTCAATGCGCTTG AGG AG -3 NS 1

HBoV 3 - forward 5-GCT TGG GGA GACAAACCTAC-3%

HBoV 3 - reverse 5-CGCTCAGCTCGTTTT AAAGC -3

HBoV 4 - forward 5-AATTGG CTG AGACTTTCT AC-3°

HBoV 4 - reverse 5-CGTTCAATGCGTTTAAGTTC -3

W=AT Y=C, T H=ACT R=AG W=AT K=G,T

3. Nested PCR v kombinaci s touchdown (tzv. pfistavaci) PCR
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V obou fazich nested PCR je pouzivan teplotni protokol pro touchdown PCR.
Touchdown PCR je modifikaci klasické PCR vedouci ke sniZeni nespecifické
amplifikace. VyuZziva postupné se snizujici se teploty nasedani primerd. V
pocate€nich cyklech je teplota nasedani vysoka, ¢imz brani nespecifickému
nasedani primerQ, ale postupné se v dalSich cyklech snizuje o 0,5 °C. P¥i
dostatecné nizké teploté dochazi k nasedani primerl na specificka mista a
vznika PCR produkt. Ackoliv se teplota nasedani primerd muaze v dalSich
cyklech jesté dale snizovat, specificky produkt, ktery vznikl v pfedchazejicich

cyklech, zajisti po zbytek reakce vznik pouze specifickych produkta.

Tato metoda byla provadéna v termocykleru Veriti Applied Biosystems (Life
Technologies™, USA). V8echny HBoV pozitivni vzorky byly naneseny do
zkumavek spole¢né s PCR reakéni smési (viz tabulka 3) a vnéjSimi primery (viz
tabulka 7). PCR reakce byla pusténa dle teplotniho profilu (viz tabulka 8). Po
skoncCeni prvni faze amplifikace byly z kazdé zkumavky preneseny 2 pl vzniklé
smési do novych zkumavek. Nové zkumavky obsahovaly stejnou PCR reakéni
smés, jako v prvni fazi, pouze vnéjSi primery byly vyménény za primery vnitini
(tabulka 7). Po skonCeni druhé faze byly namnozené DNA amplikony
detekovany na gelové elektroforéze a vysledky konfirmovany sekvenovanim

poslany k sekvenovani na Ustavu |ékaiské genetiky 2. [ékafské fakulty UK.

Tabulka 7:
Primery pro nested PCR v kombinaci s touchdown PCR

Sekvence Cilovy gen

Primery vnéjsi

HBoV - forward 5- CGCCGTGGCTCCTGCTCT - 3°

HBoV - reverse 5-TGTTCGCCATCACAAAAGATGTG -3

VP1/2
Primery vnitfni

HBoV - forward 5- GGCTCCTGCTCTAGGAAATAAAGAG - 3°

HBoV -reverse | 5- CCTGCTGTTAGGTCGTTGTTGTATGT —3°
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Tabulka 8:

Teplotni protokol pro nested PCR v kombinaci s touchdown PCR

Teplota Cas Pocet cyklt

1. faze

95 °C 15:00 min 1x

95 °C 0:35 min

58 °C (=0,5°C) 1:00 min 10 x

72 °C 1:00 min

95 °C 0:30 min

54 °C 0:45 min 30 x

72 °C 0:45 min

72 °C 10:00 min 1x
2. faze

95 °C 15:00 min 1x

95 °C 0:35 min

60 °C (=0,5°C) 1:00 min 10 x

72 °C 1:00 min

95 °C 0:30 min 30 X

58 °C 0:45 min 1x

72 °C 0:45 min 1x

72 °C 10:00 min 1x

4.8.1 Agarézova gelova elektroforéza
Agarozova elektroforéza byla provadéna v2 % (w/v) agarézovém gelu

s pouzitim pufru TBE (50%). Gel byl pfipraven z: 0,5 g agarézy, 25 ml TBE
pufru a po uvareni bylo pfidano interkalaéni barvivo ethidium bromid v mnozstvi
1 pl. Tekuty gel byl nalit do hranolu s hfebenem a po ztuhnuti byl vioZzen do
elektroforetické nadoby s TBE pufrem. Do prvni jamky byl nanesen tzv.
velikostni marker MassRuler™ DNA Ladders (Life Technologies™, USA) o
definované velikosti jednotlivych fragmentl. Do zbylych jamek byly naneseny
vzorky smichané s barvivem 6X MassRuler DNA Loading Dye (Life
Technologies™, USA). Aparatura byla poté pfipojena ke zdroji jednosmérného
elektrického proudu. Intenzita elektrického byla nastavena na 100 V, Cas
separace molekul byl 20 minut. Po uplynuti nastaveného Casu byl gel
prohlédnut na UV transluminatoru, vyfocen, graficky zpracovan programem
Kodak® 1D Image Analysis Software a uchovan k dokumenta¢nim uceliim.
TBE: (45mM kyselina borita, 20mM Tris-HCI, 1mM EDTA-NaOH, pH 8)
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5 Vysledky

5.1 Tvorba kalibrac¢nich krivek

Na spektrofotometru bylo zméfeno mnozstvi DNA v ng/ul izolatu. Mnozstvi DNA

bylo nasledné pfepocteno na mnozstvi kopii/ul, dle nasledujiciho vypoctu:

plazmid CR2.1 z TA cloning kitu obsahuje 3 920 bp
jeden bp =650 D

1 mol o délce = 4 000 bp =4 000 bp * 650 D = 2,6 * 10° g
1 molekula= 2,6 *10°g /6, 022 * 10%% g

X g/ul DNA
———— = Y kopii /ul
432+ 10" 18g pit/u

X = naméfené mnozstvi DNA izolatu v ng/ul
Y = vypocitané mnozstvi kopii/ul DNA

Tabulka 9:
Vysledky méfeni izolovanych plazmidu
Namérena koncentrace Pomér absorbanci Podet molekul v 1 Ll
(ng/ ul) 260/280 nm H
HBoV 20,3 1,84 4,702 x 10°
KIPyV 14 1,84 3,240 x 10°
WUPYV 272,3 1,85 6,303 x 10"°

Pro vypocet Cistoty DNA byl pouzit pomér absorbanci 260/280 nm. Jeho
hodnota by se méla pohybovat u Cistych vzorkd v rozmezi 1,8 — 2,0. Pouzité
plazmidy témto hodnotdm vyhovovaly a byly pouzity k tvorbé kalibraénich kfivek

nafedénim na 1 x 10° respektive 1 x 10'° a naslednym dekadickym fedé&nim.
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5.2 Detekovany vyskyt HBoV

Detekce vzorku z respirac¢niho traktu:
Pfritomnost HBoV byla prokazana u 27 z 822 testovanych vzorku (3,28 %) od 24
(6,32 %) pacientu (5 détskych a 19 dospélych). Median detekované kvantity byl

3,2x10%/ml ve vzorku (rozmezi 5,0x10%ml — 1,58x10%ml). U 59 % HBoV

pozitivnich vzorkl se vyskytovala koinfekce jesté jinym virem. Viz tabulka 10.

59



5 PP . < | Susp.
gislo Gislo Yek Typ Virova naloz |Susp. infekéni infekéni v
A pacienta | Pohlavi | Diagnéza Typ vzorku (mnozstvi respiraéni Koinfekce EBV CMV vzv HSV HHV 6 | HHV 7 ADV Poznamka
vzorku |pacienta transplantace " . . |gastroen
(roky) kopii/ml) onemocnéni .
teritida
1 1 52 muz CHOPN plice BAL 9,2E+03 ne ne ne 0 0 Zemfel, zygomykéza a kombinace MRSA a CMV
2 2 51 muz AML HSCT BAL 2,3E+05 ano ne ano + + 0 0 0 0 Zemrel, Aspergillova pneumonie + CMV infekce
3 3 53 Zena AML HSCT BAL 1,6E+04 ano ne ne 0 0 0 0 0 0 0 Zemfela, MOF, refrakterni GvHD, sepse E. faecalis, infekce A. fumigatus.
4 4 31 muz CML HSCT BAL 5,0E+02 ano ne ne 0 0 0 0 0 0 0 Zemrel, MOF, refrakterni septicky stav, adenovirova infekce
5 5 46 zena AML HSCT BAL 9,0E+04 ano ne ano 0 + 0 0 0 0 Zemfela, respiraéni selhani, CMV infekce
6 6 10 muz ALL HO BAL 7,1E+01 ano ne ano 0 0 0 + 0 0 Zije, v dobé detekce pozitivni detekce zygomykoz a H. influenzae v BAL
7 7 41 muz MDS HSCT BAL 3,5E+04 ano ne ano 0 0 0 0 0 + 0 Zemrel, MOF, susp. Mykoticka infekce C. glabrata, S. marcescens
8 8 42 Zena CF plice BAL 1,2E+05 ne ne ano + 0 Zije, v dobé detekce bez pfiznaku.
9 9 60 muz MDS HSCT aspirat 1,0E+04 ne ne ne 0 0 Zemrel, MOF, nezvladnutelna sepse
10 10 22 muz ALL HSCT BAL 9,9E+03 ano ne ne 0 0 0 0 0 0 0 Zemrel, septicky Sok ; v dobé detekce plicni infekce C. glabrata a Ps. Aeruginosa
11 11 2 Zena LCH HSCT BAL 3,2E+04 ano ne ano 0 0 0 0 + + 0 Zije, v dobé detekce pneumonie, bez jasné uréeného patogenniho agens
12 12 55 Zena CHOPN plice BAL 4,4E+05 ne ne ano 0 + 0 Zije, v dobé detekce bez pfiznaki-vysetfovan z divod protokolarniho vySetfeni.
13 12 55 Zena CHOPN plice BAL 3,0E+04 ne ne ano 0 + 0 Zije, v dobé detekce bez pfiznaku-vyetfovan z divodi protokolarniho vySetfeni.
14 13 31 Zena CF plice BAL 5,6E+04 ne ne ano 0 + 0 Zije, v dob& detekce bez priznaki-vySetfovan z divodi protokolarniho vySetreni.
15 14 62 muz CHOPN plice BAL 2,0E+04 ano ne ne 0 0 0 Zemrel, mykoticka infekce.
16 15 59 muz IMF HSCT aspirat 2,7E+05 ano ne ano 0 0 0 0 0 + Zemrel, MOF, sepse
17 15 59 muz IMF HSCT aspirat 1,9E+04 ano ne ne 0 0 0 0 0 0 0 Zemfel, MOF, sepse
18 16 50 Zena LAM plice BAL 5,9E+03 ne ne ne 0 0 0 Zemfel, MOF, sepse Elizabethkingia meningoseptika.
19 17 32 Zena CF plice BAL 1,0E+04 ne ne ne 0 0 0 Zije, v dob& detekce bez priznaki-vySetfovan z divod protokolarniho vySetieni.
20 18 45 muz Def. alfalAT plice BAL 1,2E+04 ne ne ne 0 0 0 Zije, v dobé detekce bez priznaku-vySetfovan z divoda protokolarniho vygetreni.
21 19 9 muz NHL HO aspirat 1,2E+08 ano ne ano 0 0 0 0 0 + 0 Zje, v dobé detekce zahlenén, atelektatické zmény bazalné oboustranné
22 20 50 muz CHOPN plice BAL 1,9E+04 ne ne ano + + 0 Zije, v dobé detekce bez pfiznaku-vysetfovan z divodi protokolarniho vyseteni.
23 21 1 Zena imunodeficit KAR ETR 5,1E+08 ano ne ano + 0 0 0 + 0 Zije, dobé detekce pneumocystova pneumonie
24 22 41 Zena AML HSCT aspirat 4,6E+02 ne ne ano 0 + 0 Zemrela, plicni toxicita ve spojeni s CMV infekci
25 22 41 Zena AML HSCT aspirat 1,4E+04 ne ne ano 0 + 0 0 0 + 0 Zemfela, plicni toxicita ve spojeni s CMV infekci
26 23 1 muz DM KAR aspirat 5,1E+03 ano ne ne 0 0 0 0 Zje.
27 24 41 muz ALL HSCT aspirat 5,9E-04 ano ne ano + + 0 + 0 + Zemriel, MOF

DM - dermatomyozitida

HSCT - transplantace hematopoetickych bunék CHOPN - chronicka obstrukéni plicni nemoc

AML - akutni myeloidni leukémie

Tabulka 10: Pacienti detekovani na HBoV infekci

CML - chronicka myeloidni leukémie ALL - akutni lymfoblasticka leukémie LAM - lymfangioleiomyomatoza plic
MDS - myelodysplasticky syndrom  CF - cysticka fibr6za LCH - histiocyt6za z Langerhansovych bunék IMF - idiopaticka myelofibroza Def. alfalAT - deficit alfalAT
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5.3 Detekovany vyskyt KIPyV

Detekce vzorku z respira¢niho traktu:

KIPyV jsme detekovali v 35 vzorcich z 822 testovanych (4,26 %) od pochazely
od 22 (5,79 %) pacientu (3 détskych a 19 dospélych). Median detekované
kvantity byl 1,55x10°/ml vzorku (rozmezi 2,89x10%ml — 1,89x10%ml). U 51 %
KIPyV pozitivhich vzorku se vyskytovala koinfekce jesté jinym virem.

Viz tabulka 11.
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Cislo Cislo | Vékpacienta | | i | biagnsza Tve Typ vzorky | Virové nalof (mnodstvi| - Respiracni |\ L oc o | epy | omv | vav | Hsv | HHv 6 | HHV 7 | ADV Poznamka

vzorku | pacienta (roky) transplantace kopii/ml) onemocnéni
1 1 8 Zena MDS HSCT aspirat 3,3E+05 ano ano + |zemfela, divodem byl TTP/HUS; v dobé detekce pneumonie zpisobené Pneumocystou jirovecii a adenoviry
2 2 61 muz CLL HSCT BAL 1,2E+05 ano ne 0 0 0 0 0 0 |Zemfel, intersticidlni CMV pneumonie
3 2 61 muz CLL HSCT BAL 5,0E+04 ano ne 0 0 0 0 0 0 |Zemfel, intersticidlni CMV pneumonie
4 3 11 muz ALL HO BAL 1,7E+05 ano ano + 0 0 + 0 0 |Zije, v dobé detekce hnisava bronchopneumonitis.
5 4 26 muz AML HSCT BAL 7,3E+05 ano ne 0 0 |Zije, v dobé detekce oboustranna pneumonie..
6 5 61 Zena AML HO BAL 7,6E+05 ano ne 0 0 0 0 0 0 |Zemfela, MOF, sepse, intersticialni pneumonie.
7 6 36 muz AML HSCT aspirdt 6,7E+03 ano ne 0 Zemfiel, MOF, sepse v kombinaci s CMV infekci.
8 7 16 Zena AML HSCT BAL 1,9E+05 ano ano + 0 0 |Zemfela, MOF, sepse P. aeruginosa v kombinaci s CMV infekci.
9 7 16 Zena AML HSCT aspirat 1,5E+06 ano ano + + 0 |Zemfrela, MOF, sepse P. aeruginosa v kombinaci s CMV infekci.
10 8 54 ena CHOPN plice BAL 6,6E+05 ne ne 0 Zije, v dobé detekce bez ptiznakii-vySetfovén z diivodii protokolarniho vygetieni.
11 9 29 muz CF plice BAL 4,4E+03 ne ne 0 0 Zije, v dobé detekce bez pFiznakii-vyietfovén z divodii protokolarniho vysetteni.
12 10 39 muz Def. alfalAT plice BAL 3,4E+03 ne ne 0 0 Zije, v dobé detekce bronchiolitis obliterans jako pfiznak rejekce.
13 11 48 Zena MDS HSCT BAL 2,0E+06 ano ano 0 0 0 0 0 + 0 |Zemfela, MOF, rozpadovd pneumonie s krvacenim.
14 11 48 Zena MDS HSCT aspirdt 6,9E+05 ano ne 0 0 Zemfrela, MOF, rozpadovd pneumonie s krvacenim.
15 12 52 Zena AML HSCT BAL 1,9E+04 ano ne 0 0 0 0 0 0 0 |Zemfela, refrakterni onemocnéni s progresi; v dobé detekce pneumonie.
16 13 48 Zena AML HSCT aspirat 8,5E+03 ano ano 0 + 0 + 0 0 0 |Zemfela, MOF, bilaterdIni pneumonie susp. HSV v kombinaci s mykotickym onemocnénim.
17 13 48 Zena AML HSCT aspirat 3,7E+03 ano ne 0 0 0 0 0 0 0 |Zemfela, MOF, bilaterdIni pneumonie susp. HSV v kombinaci s mykotickym onemocnénim.
18 13 48 Zena AML HSCT aspirat 6,5E+04 ano ano 0 + 0 0 0 0 0 |Zemfela, MOF, bilaterdIni pneumonie susp. HSV v kombinaci s mykotickym onemocnénim.
19 13 48 Zena AML HSCT aspirdt 2,9E+04 ano ne 0 0 0 0 0 0 0 |Zemfrela, MOF, bilaterdlni pneumonie susp. HSV v kombinaci s mykotickym onemocnénim.
20 14 55 muz ALL HSCT aspirdt 6,2E+04 ano ano 0 + 0 0 0 0 0 |Zemfel, bilateralni pneumonie nejasné etiologie.
21 15 26 Zena AML HSCT aspirat 1,8E+07 ne ne 0 0 0 0 0 0 0 |Zemfela, MOF, refrakterni GvHD pravdépodobné kombinovand s mikroangiopatii.
22 15 26 Zena AML HSCT aspirat 2,9E+07 ne ne 0 0 0 0 0 0 0 |Zemfela, MOF, refrakterni GvHD pravdépodobné kombinovand s mikroangiopatii.
23 15 26 Zena AML HSCT aspirdt 1,1E+08 ne ne 0 0 0 0 0 0 0 |Zemfela, MOF, refrakterni GvHD pravdépodobné kombinovana s mikroangiopatii.
24 15 26 Zena AML HSCT aspirat 1,9E+09 ne ano 0 + 0 0 + + 0 |zemfela, MOF, refrakterni GvHD pravdépodobné kombinovand s mikroangiopatii.
25 16 62 muz ALL HSCT aspirat 1,6E+05 ano ano 0 0 0 + 0 0 0 |Zemfel, bilateralni pneumonie nejasné etiologie.
26 17 65 muz CHOPN plice BAL 6,0E+04 ne ne 0 0 Zemfiel na pneumonii (S. pneumoniae, H. Influenzae) v kombinaci s po-tx. komplikacemi; v dobé detekce bez pfiznak
27 18 33 muz AML HSCT BAL 2,9E+03 ano ano 0 0 0 0 + + 0 |Zije, v dobé detekce pneumonie.
28 19 61 muz IMF HSCT aspirat 2,0E+04 ano ano 0 + 0 0 + Zemfel, bilaterdIni pneumonie nejasné etiologie.
29 20 48 muz CHOPN plice BAL 3,4E+04 ne ne 0 0 Zemtel na pneumonii (E. faecium, B. cepacia); v dobé detekce bez pfiznaki-vysetfovan z divodd protokol. vySetteni.
30 20 49 muz CHOPN plice BAL 9,6E+03 ano ano + + Zemtel na pneumonii (E. faecium, B. cepacia); v dobé detekce pneumonie - kvasinkova v kombinaci s virovou (EBV).
31 21 60 muz ALL HSCT aspirdt 5,3E+05 ano ano + 0 0 0 + + Zemfel, plicni a kardialni toxicita, pfipadné infekéni proces nejasné etiologie.
32 22 66 mui AML HSCT aspirat 3,0E+04 ano ano + + Zije, v dobé detekce pneumonie.
33 20 50 muz CHOPN plice BAL 7,7E+06 ne ano + 0 0 0 0 + 0 |Zemfel na pneumonii (E. faecium, B. cepacia); v dobé detekce zhor3eni plicnich funkci s rejekci - fibréza.
34 20 50 muz CHOPN plice BAL 2,3E+06 ne ano + 0 0 0 0 + Zemtel na pneumonii (E. faecium, B. cepacia); v dobé detekce zhoreni plicnich funkci s rejekci - fibroza.
35 20 50 muz CHOPN plice BAL 2,7E+06 ne ano + 0 0 0 0 + Zemtel na pneumonii (E. faecium, B. cepacia); v dobé detekce zhor3eni plicnich funkci s rejekci - fibroza.

DM - dermatomyozitida AML - akutni myeloidni leukémie CML - chronicka myeloidni leukémie ALL - akutni lymfoblasticka leukémie LAM - lymfangioleiomyomatoza plic
MDS - myelodysplasticky syndrom  CF - cysticka fibr6za LCH - histiocyt6za z Langerhansovych bunék IMF - idiopaticka myelofibroza Def. alfalAT - deficit alfalAT
HSCT - transplantace hematopoetickych bunék CHOPN - chronicka obstrukéni plicni nemoc

Tabulka 11: Pacienti detekovani na KIPyV infekci
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5.4 Detekovany vyskyt WUPyV

Detekce vzorku z respirac¢niho traktu:

PFritomnost WUPYV byla prokazana u 2 z 822 testovanych vzorkl (0,24 %) od 2
(0,53 %) dospélych pacientli s medianem detekované kvantity 4,49x10%ml
vzorku (rozmezi 2,08x10%ml — 8,97x10%/ml). U jednoho pozitivniho vzorku se
vyskytovala koinfekce cytomegalovirem. U druhého vzorku nebyl z testovanych

vird detekovan Zzadny jiny kromé WUPyV.
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Cislo |Vék pacienta T T Virové naloz Respiraéni
P Pohlavi yp Diagnéza YP 1 (mnozstvi pirachl -\ oinfekce | EBV | cMv | vzv | HSV |HHV 6 | HHV 7| ADV Poznamka
vzorku (roky) transplantace vzorku kopii/ml) onemocnéni
1 55 Zena HSCT AML BAL 9,0E+08 ano ano 0 + 0 0 0 0 0 Zemfela, chronickd GvHD a susp. mykotickd pneumonie
2 31 muz HSCT ALL BAL 2,1E+04 ano ne 0 0 0 0 0 Zije, v dobé detekce bronchiolitis

AML - akutni myeloidni leukémie

Tabulka 12: Pacienti detekovani na WUPYV infekce

ALL - akutni lymfoblasticka leukémie
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Graf 4: Vyskyt virl v populaci dospélych
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5.5 Detekce vzorku periferni krve na pritomnost HBoV, KIPyV,
WUPyV

U pacientd, u nichZ byl virus pfitomen ve vysoké virové naloZi (> 10°kopii/ml)
byla detekovana i periferni krev z divodd mozného vyskytu virémie. Testovany
byly jak vzorky krve, které pfedchazely odbéru vysoce infikovaného vzorku, tak

vzorky krve, které nasledovaly po odbéru vysoce infikovaného vzorku.

HBoV byl detekovan u dvou pacientd v periferni krvi 2 pacientl. KIPyV a
WUPYV nebyly v periferni krvi pfislusnych pacientd detekovany. Viz tabulka 13,
14, 15.

vysoce infikované vzorky z respiracniho traktu vzorky krve
den po(+)/pred(-)
infekce typ vzorku | mnozstvi kopii/ml vzorku odbérem vysoko virémie mnozstvi kopii/ml krve
infikovaného vzorku
-19 negativni
-14 negativni
-6 negativni
HBoV aspirat 2,7E+05 -4 negativni
+1 negativni
+9 negativni
+16 negativni
-105 negativni
-51 negativni
HBoV BAL 4,4E+05 -1 negativni :
+18 pozitivni 2,1E+04
+54 negativni -
+123 negativni -
-27 pozitivni 9,3E+04
-20 pozitivni 1,5E+04
HBoV BAL 2,3E+05 -13 negativni -
-6 negativni
+1 negativni
-36 negativni
-29 negativni
HBoV aspirat 5,1E+08 -22 negativni
-14 negativni
-7 negativni

Tabulka 13.: Vzorky krve testované na pfitomnost HBoV
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vysoce infikované vzorky z respiracniho traktu

vzorky krve

den po(+)/pred(-)

infekce typ vzorku | mnoZstvi kopii/ml vzorku odbérem vysoko virémie mnoistvi kopii/ml krve
infikovaného vzorku
- 60 negativni _
-41 negativni N
-15 negativni _
KIPyV BAL 7,3E+05 -6 negat!vm’ R
0 negativni -
+7 negativni -
+13 negativni _
+19 negativni -
-14 negativni -
KIPyV BAL 2,0E+06 -8 negativni _
-1 negativni -
+6 negativni -
-20 negativni _
KIPyV aspirat 6,9E+05 -14 negativnf _
-7 negativni -
0 negativni -
-21 negativni _
-13 negativni -
KIPyV BAL 1,9E+05 -7 negat!vnll -
-1 negativni -
+44 negativni _
+49 negativni -
-21 negativni N
-13 negativni _
KIPyV aspirat 1,5E+06 -7 negativni _
-1 negativni -
+44 negativni _
+49 negativni _
-28 negativni -
-20 negativni -
-14 negativni -
KIPYV aspirat 1,8E+07 -7 negativni _
0 negativni N
+9 negativni -
+16 negativni _
+22 negativni -
-36 negativni _
-28 negativni _
-22 negativni -
KIPyV aspirat 2,9E+07 -15 negat!vm, _
-9 negativni -
0 negativni -
+7 negativni -
+14 negativni -
-42 negativni _
-34 negativni -
-28 negativni N
KIPyV aspirat 1,1E+08 -21 negat!vm’ R
-15 negativni _
-6 negativni -
+1 negativni -
+8 negativni -
-50 negativni -
-42 negativni N
-36 negativni _
KIPyV aspirat 1,9E+09 -29 negativni _
-23 negativni -
-14 negativni -
-7 negativni -
0 negativni -
-82 negativni -
KIPyV BAL 7,7E+06 -73 negativni _
-56 negativni -
-91 negativni _
KIPyV BAL 2,3E+06 -82 negativni _
- 65 negativni _
-96 negativni -
KIPyV BAL 2,7E+06 -87 negativni -
-70 negativni _

Tabulka 14.: Vzorky krve testované na pfitomnost KIPyV
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vysoce infikované vzorky z respiracniho traktu vzorky krve
den po(+)/pred(-)
infekce typ vzorku | mnoZstvi kopii/ml vzorku odbérem vysoko virémie mnozstvi kopii/ml krve
infikovaného vzorku
-29 negativni -
WUPyV BAL 9,0E+08 -23 negativni -
+8 negativni -

Tabulka 15.: Vzorky krve testované na pritomnost WUPyV

5.6 Rozrazeni HBoV podtypu 1, 2,3 a4

Z 27 HBoV pozitivnich vzorkd se 11 vzorkl podafilo zafadit. 6 z nich bylo typu
HBoV 1, 4 pak HBoV 2 a jeden vzorek byl identifikovan jako HBoV 3.

gislo HBoV gislo real-time touchdown
: nested PCR PCR
poz. vzorku pacienta PCR o
sekvenovani
1 1 1
2 2 1 1
3 3 1
4 4
5 5
6 6
7 7
8 8 1 1
9 9 2
10 10
11 11
12 12 1 1 1
13 12
14 13 3
15 14 2 2
16 15 2 5
17 15
18 16
19 17
20 18
21 19 1 1
22 20 2
23 21
24 22
25 22
26 23
27 24

Tabulka 16: Detekce HBoV podtypti 1 — 4
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6 Diskuze

Imunokompromitovani  pacienti, jako napfiklad pacienti  po

transplantacich, jsou ohrozZeni infekcemi mnohem vice nez zdravi pacienti.

V nasi studii jsme lidsky bocavirus detekovali u 27 (3,28 %) vzorku od 24
(6,32 %) pacientl. Pokud tato data srovname s vysledky z testovani vzorka od
symptomatickych pacientd FN Motol ziskanymi od ledna roku 2013 do kvétna
2015 pomoci komercéniho kitu Anyplex RV16 firmy Seegene detekujiciho 16
respiraCnich DNA a RNA vir( v€etné HBoV, zjistime, Ze v daném obdobi bylo
testovano 550 vzorku dolnich dychacich cest od 362 pacientd a HBoV byl
detekovan u 29 vzorka (5,3%) od 28 pacientl (7,7%). Mirné vySSi vyskyt jak
mezi vzorky, tak pacienty mize souviset zejména se symptomatickou infekci

dychaciho traktu, ktera byla pfitomna ve vSech pfipadech tohoto testovani.

Pfi rozdéleni na vzorky od dospélych a détskych pacientl, které se
Castéji vyskytuji v dosud publikované literatufe, pak bylo mezi vzorky od
dospélych pacientl pozitivnich 22 (2,95%) vzork od 19 (5,82%) pacientl, coz
je vice nez u dosud publikovanych studii, ve kterych se prevalence HBoV u
imunosuprimovanych dospélych pacientd ve vzorcich typu BAL pohybuje v
rozmezi 0 — 5 % (Costa et al. 2009, Miyakis et al. 2009, Muller et al. 2009,
Chatzidimitriou et al. 2010, Garbino et al. 2015). Pacienti testovani ve
zminénych publikaci byly vS8ak vzdy symptomaticti, oproti pacientim v nasi
studii, kde se vyskytovali i pacienti u nichZz se zadné respirani symptomy
nevyskytovali a bronchoalveolarni lavaz podstoupili po transplantaci plic
z protokolarnich dlvodu. P¥i pravidelnych kontrolach bez ohledu na to, zda se u
nich néjaké respiracni symptomy vyskytuji. U vSech dalSich testovanych
pacientl, jako jsou napfiklad pacienti po HSCT, vSak byly vzorky ziskany jen pfi
zavaznach respiracnich komplikacich. Protoze jsme HBoV detekovali i u
asymptomatickych pacientl, je mozné, ze tito asymptomaticti pacienti mohou

navySovat vysledné procento infikovanych pacientl v nasi studii.

Pfi srovnani bocavirovych infekci u imunokompromitovanych a

imunokompetentnich dospélych, je vyskyt u imunokompromitovanych pacientd
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vys8i, jelikoz vyskyt bocavirovych infekci u imunokompetentnich pacientl se
pohybuje v rozmezi 0 % - 1,5 % (Maggi et al. 2007, Longtin et al. 2008), nutno
ale podotknout, ze mnozstvi studii vénovanym dospélym imunokompetentnim
jedincim jsou zatim velmi omezené. V nasi studii je oekavané zachyt viru u

dospélych pacientl vyssi, nebot se jednalo o imunokompromitované pacienty.

Ze 77 testovanych détskych vzorku bylo 5 (6,49 %) vzorkd pochazejicich
od 5 pacientl (9,26 %) infikovano HBoV. Zatim nejsou dostupna Zadna data
tykajici se prevalence HBoV u détskych imunokompromitovanych pacientu.
U imunokompetentnich déti s hornim ¢i dolnim respiraénim onemocnénim je
udavan vyskyt viru vrozmezi 2 % — 19 % testovanych respiracnich vzorku
(Allander et al. 2005, Arden et al. 2006, Arnold et al. 2006, Bastien et al. 2006Db,
Foulonge et al. 2006a, Foulongne et al. 2006b, Sloots et al. 2006, Fry et al.
2007, Longtin et al. 2008, Jartti et al. 2012). Vyskyt virl v na$i studii souhlasi
s publikovanymi daty. Kvali Sirokému popisovanému procentualnimu rozmezi
imunokompetentnich HBoV pozitivnich déti nemuzeme jednoznacné urcit, zda

jsou €i nejsou imunosuprimované déti k infekci HBoV nachylné;si.

Procentualnim porovnanim vSak vychazi vysSi zachytnost HBoV u déti
ve srovnani s dospélymi pacienty (9,26% mezi détskymi pacienty oproti 5,82%
pacientl dospélych). Tento vy$Si zachyt popisuji také dalSi prace zaméfené na
HBoV.

U infekci lidského bocavirus jsou znamé velmi Casté koinfekce jinymi
patogeny. V této praci je 59 % HBoV pozitivnich vzorkl infikovano minimalné
jednim z nasledujicich vira: EBV, CMV, VZV, HSV, HHV 6, HHV 7, ADV.
Literatura udava, ze az 83 % HBoV pozitivnich vzorkl z respiraéniho traktu je
infikovano jesté jinym patogenem (Jartti et al. 2012). Niz8i vyskyt koinfekci u
nami testovanych vzorkl je dano pravdépodobné tim, ze ne vSechny HBoV
pozitivni vzorky byly testovany na vSechny zminéné viry a navic
v publikovanych studiich jsou HBoV pozitivni vzorky testovany pfedevsSim na
CastéjSi respiracni RNA a DNA viry. Tato skute€nost tedy muze sniZzovat nase
konecné procento vyskytujicich se koinfekci. Tento fakt podporuje i vySSi vyskyt
koinfekci u HBoV pozitivnich vzork( testovanych pomoci komeréniho kitu pro

16 DNA a RNA vird, vramci rutinni detekce v laboratofi Ustavu lékarské
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mikrobiologie FN Motol (viz vySe), kde je vyskyt koinfekci v HBoV pozitivnich

vzorcich 78%.

Abychom oveéfili, zda se HBoV vyskytuje i v periferni krvi testovali jsme
84 vzorku periferni krve na pfitomnost HBoV. Testovany byly vzorky krve, které
byly odebrany ¢asové blizko od vysoce pozitivhiho vzorku z respiracniho traktu
(>10° kopii / ml vzorku). Dle publikovanych studii je virémie u HBoV popisovana
pouze u pacientll, u nichz pravé probiha akutni infekce a u nichz se virus
vyskytuje v respiraénich vzorcich ve vysokych kvantitach (>10* kopii HBoV / ml
vzorku) (Allander et al. 2007a). 23 vzorku krve bylo testovanych na pfitomnost
HBoV u 4 pacientl a virémie byla detekovana pouze u 3 vzorkd od 2 pacientu.
Dva pacienti i pfes vysokou virovou naloz v respiraénim vzorku byly ve vSech
detekovanych vzorcich krve negativni. U jednoho z nich doslo v obdobi nabéru
vysoce pozitivniho vzorku k multiorganovému selhani a k naslednému umrti,
muzeme tedy pfedpokladat, Ze virus se nestihl roz§ifit do krevniho obéhu, proto
nemohl byt detekovan. U druhého pacienta, u néhoz taktéz nebyla prokazana
virémie, neexistuji Zadné vzorky krve nasledujici po odbéru vysoceinfikovaného
respiracniho vzorkll, mizeme tedy predpokladat, podobné jako u predchoziho
pacienta, ze ani zde se virus nestihl rozSifit do krevniho obé&hu. Pacientd, u
nichz se virus v krvi vyskytoval, byla diagnostikovana mykoticka infekce plic,
ktera naruSuje plicni epitel a virus se tak muze snadnéji Sifit do krve. Mimo
biologickych pfi¢in toho, Ze jsme detekovali v periferni krvi HBoV u tak malo
vzorkl mlze byt mozna pfi€ina také v technickych rozdilech nasi detekce a
zminovanych publikaci, stejné jako v retrospektivnim testovani a uchovavani
nasich vzorkl. V pfipadé popisovanych nizkych pozitivit totiz nelze vyloucit u
dlouhodobé skladovanych vzorka vliv tohoto skladovani i opakovaného
rozmrazovani a zamrazovani vzorku v ramci prace na dalSich projektech na
nizké kvantity virové nukleové kyseliny napfiklad v ramci rozpadu a degradace
DNA. Dalsim divodem pak muize byt pouziti piné krve jako vstupniho materialu

ve srovnani s vétsSinou studii pouZzivajicich k testovani acelularni material.

Lidsky bocavirus je <&asto spojovan s respiraChim onemocnénim,
nicméné v této studii bylo 27 pozitivnich vzorkll pochazejicich od 24 pacientl a

pouze 3 pacienti trpéli respiraénimi obtizemi bez jasné urfeného patogenniho
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agens. Na zakladé téchto vysledku tedy nemuzeme podpofit hypotézu lidského

bocaviru jako patogena zpusobujiciho respiraCni onemocnéni u lidi.

Jelikoz se HBoV vyskytuje ve 4 podtypech, pokusili jsme se vSech 27
HBoV pozitivnich vzorkd zafadit k odpovidajicimu podtypu. Bohuzel se pfes
vesSkerou sanhu a pouziti vice technik nepodafilo rzafadit vSechny HBoV
pozitivni vzorky. PFfi€inou muze byt nizky pocet kopii viru ve vzorkach, ktery se
vyskytuje u nezafaznych vzork nebo mozZna degradace virové DNA, diky
rozmrazovani a zpétnému zamrazovani testovanych vzorkd. Z 11 zafazenych
vzorkl bylo 6 vzorku typu 1, 4 vzorky typu 2, 1 vzorek typu 3 a Zzadny vzorek
typu 4. Tento vysledek je v souladu s literaturou, nebot v respiraénich vzorcich
se vyskytuje nejCastéji podtyp 1 a 2. Podtyp 3 a 4 se v respiracnich vzorcich

vyskytuje jen vzacné (Koseki et al. 2012).

V pfipadé lidskych polyomavirli jsme KIPyV detekovali u 35 (4,26 %)
vzorkl pochazejicich od 22 (5,79 %) pacientu (3 détskych a 19 dospélych) a
WUPyV pak ve 2 (0,46 %) vzorcich od 2 (0,53 %) dospélych pacientd.
Pozorovana data souhlasi s dosud publikovanymi studiemi, které popisuji
vyskyt téchto vird ve vzorcich zrespiraéniho traktu u imunosuprimovanych
pacientll mezi 0,5 % - 8 % u KIPyV a1l % - 16,4 % u WUPyV (Ren et al. 2008,
Mourez et al. 2009, Teramoto et al. 2011, Babakir-Mina et al. 2012). Zejména u
WUPYV jsme se s detekovanou prevalenci k dolni publikované hranici vyskytu.
PfrestoZze jsou publikovany prace popisujici frekvenci az 16,4% na vzorcich
japonskych pacientll coby nejvysSi vyskyt viru, je na druhou stranu pravé
v asijské populaci pacientd z Ciny popisovana nejnizsi frekvence vyskytu
0.35%. Stejné tak v Evropské populaci se vyznamneé liSi popisovana frekvence
vyskytu mezi 0,75% a 0,9% ve studiich z Francie a Finska az k 4,9% ve studii
z Némecka u détskych pacientl. S ohledem na rlzny zachyt viru pfimou
detekci se pak naSe data jak typem vzorkl, tak pacienty blizi studii studii na
imunokompromitovanych pacientech z Francie (Mourez et al. 2009), ve které
bylo vySetfovano 265 vzorkd dychacich cest (154 nasofaryngealnich aspiratu a
111 BAL) od 200 pacientl s pfiznaky respiracniho onemocnéni ve vékové
skupiné s medianem véku 46 let (rozmezi 3,6-85,3). WUPyV byl detekovan u 2

vzorkll od 2 pacientl (1%). S ohledem na velmi obdobné vékové rozlozeni pak
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nas zachyt 0,46% pozitivnich vzorku a 0,52% pacientt této hranici velmi blizko,
zejména s ohledem na symptomy respiracni infekce u v8ech testovanych
pacientl. V pfipadé KIPyV pak jak zachyt, tak vyskyt mezi pacienty souhlasi
s dosud publikovanymi daty, v€etné studii z evropskych zemi jako jsou Francie
0,6%-6,5% pozitivnich vzorkd od az 8% pacientu (Mourez et al. 2009, Babakir-
Mina et al. 2012), &i Velka Britanie s popisovanym vyskytem 1,4-2,7%
pozitivnich vzorkl od az 2,7% vySetfovanych pacientl (Babakir-Mina et al.
2012).

U infekci KIPyV a WUPYV jsou stejné jako u lidského bocavirus Casté
koinfekce jinymi patogeny. Konfekce s dalSimi viry je popisovana az u 70 %
vzorku s detekovanym KIPyV nebo WUPyV (Han et al. 2007, Le et al. 2007,
Bialasiewicz et al. 2008). V nasi studii jsme detekovali koinfekci dalSim virovym
patogenem u 51 % KIPyV a 50% WUPyYV pozitivnich vzork(, ale jak uz bylo
feCeno, ne u vSech pacientl pozitivnich na polyomavirus KI a WU bylo
detekovano vSech 7 vySe zminénych virll, coz muze znaéné zkreslovat konecny

vysledek.

Oba polyomaviry KI a WU se nejCastéji vyskytuji ve vzorcich
z respiracniho traktu a tak jsou ve vzorcich krve Ci séra popisovany jen zfidka
(Barzon et al. 2009b, Bialasiewicz et al. 2009). Nicméné existuji publikace,
uvadeéjici pfitomnost virémie u zejména imunokomprimované pacienty,
nejCastéji HIV pozitivni (Babakir-Mina et al. 2009c, Miller et al. 2009, Babakir-
Mina et al. 2010, Csoma et al. 2011). Publikace, v kterych byly KIPyV a WUPyV
detekovany v krvi uvadeéji vyskyt okolo 2,5 %. V této praci byla krev testovana u
5 pacientd, u nichZ byla virova naloZ v respiraénim vzorku 10* kopii KIPyV / ml
vzorku a vice. V nasi kohorté pacientl, mozna i proto, ze v ni s téméf 100%
jistotou zadny HIV pozitivni pacient neni a tak se typ a hloubka imunosuprese
odliSuje, nebyl v krvi u Zzadného pacienta WUPYV a KIPyV detekovan.

Prestoze je infekce KIPyV a WUPYV je asociovana s vyskytem piskotl
pfi dychani tzv. ,wheezing“ a produkci hlenu v dychacich cestach, nemuzeme
na zakladé dostupnych dat tuto asociaci potvrdit, stejné tak jako jsme

nezaznamenali asociaci téchto polyomavirti s s GvHD, reaktivaci
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cytomegaloviru, neutropenii, lymfopenii, hospitalizaci ¢i smrti pacienta stejné

jak je popisovano v literatufe (Kuypers et al. 2012).
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7 Souhrn

Studie potvrdila vyskyt polyomavirt KIPyV (5,79 % ), WUPyV (0,53 %) a HBoV
(6,32 %) i v Ceské populaci a to u détskych i dospélych imunosuprimovanych
pacientu. K bliz§imu osvétleni jejich epidemiologie a patofyziologického ucinku
vSak bude tfeba ziskat ktestovani vétsi skupinu pacientd a nejlépe
v prospektivni studii ziskat data o co nejvétSim poctu virovych agens

v dychacich cestach téchto pacientu.

Ziskana data zaméfena na vyskyt t&chto vird u pacientll v CR pfipravujeme

k publikaci.
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9 Prilohy

DETEKCE POLYOMAVIRU WU A KI A LIDSKEHO BOCAVIRU U PACIENTU
PO TRANSPLANTACI HEMATOPOETICKYCH KMENOVYCH BUNEK

A TRANSPLANTACI PLIC P-03
Blagoevovi K., Krausovi B.”, Zajac M.%', Briksi A", Keslovi P, Kouba M."",
Simonek 1., Sedlicek P, Cetkovsky P.'Y, Lischke R, Hubdgek .V

I - studentka katedry genetiky a mikrobiologie, Prirodovédecka fakulta UK, Praha,

2 - Ustav Iékarské mikrobtologie 2. LF UK a FN Motol, Praha; 3 - Klinika déské
hematologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol, Praha, 4 - Ustav hematologie a krevni
tremyfiize, Fraha; 3 - 3. chirurgicka klinika 1. LF UK a FN Mowl, Fraha

Uvod: Polyomaviry KI (KIPyV) a WU (WUPyV) byly objeveny v roce 2007 ve vzorcich z
dychacich cest od pacientt s respiraénim onemocnénim. Od této doby jsou KIPyV a WUPyV
detekovany zejména u déti s respiraénim onemocnénim a u imunosuprimovanych pacientd,
Predpoklada se, Ze vyvolavaji onemocnéni dvchaciho traktu s maximalnim viskytem do 5%
nemocnych. Nicméné, KIPyV a WUPyV jsou detekovany i u osob bez respiraénich
symptomil. Lidsky bocavirus (HBoV) je znam od roku 2005, Patfi do eledi Parvoviridac a
vyskytuje se aZz u 20% pacientil s respiraénim a GIT onemocnénim. HBoV byl objeven 1 u
asymptomatickych pacienti a u pacientt s ifekei dalfimi viry.

Metody: K retrospektivai detekei virl bylo pouZito 649 vzorki z dychacich cest a tkini
dychacibo traktu ziskanych mezi roky 2004-2013 od 35 déti a 263 dospélych po
transplantacich plic a hematopoetickych kmenovych bunék. Extrakce DNA byla provedena
pomoci Ultra Clean Spin DNA isolation kitd firmy MoBio a vzorky byly nisledné uchoviny
v -20°C. Detekee byla provedena RQ-PCR pomoci plasmidové kalibradni kfivky s cilovou
sekvencl na pristrojich Applied Biosystem 7500 a Biorad CFX96.

Vysledky: Virus WUPYV byl detekovin u 2 vzorkd (0,3%) od 2 pacientdl (1 détsky a |
dospély) s detekovanou kvantiton 8,9x10%ml a 2,1x10%/mi. KIPyV byl pak detekovin v 58
vzorcich {8,9%) od 42 pacientt (7 détskych a 35 dospélych) s medianem detekované kvantity
1,9x10%m! vzorku (rozmezi 1,5x10%/ml - 4,25x10%/ml), HBoV pak v 28 vzorcich (4,3%) od
25 pacientd (3 détskych a 22 dospéivch) s medianem detekované kvantity 3,2x10%m! vzorku
(rozmezi 5,0x10°/ml — 1,58x10"/ml). U 4 pacientii jsme pak detekovali péisluiné viry také

v tasové blizkych vzorcich periferni krve. 9 pacienti v obdobi jednoho mésice po ziskini
vzorku zemfelo. U dvou vzorkd jsme detekovali zaroven pfitomnost KIPyV a HBoV.
Zavér: Studic potvrdila vyskyt polyomavird WUPYV, KiPyV a HBoV 1 v Ceské populaci a to
u détskyeh i dospélyeh imunosuprimovanych pacientl. K bliz8imu osvetlend jejich
patofyziologického Géinku viak bude theba, s ohledem na komplikovanost studovanych
pacientil, ziskat k testovani vetsi skupinu pacientd a nejiépe v prospektivai studii ziskat data o
co ne)vesim podtu virovych agens v dychacich cestich téchto pacientd,

Préce je podpofena projektem instituciondlni podpory rozvoje vyzkumné organizace
00064203 MZ CR.

Priloha 1:

Abstrakt prezentovany na Hradeckych virologickych dnech 2013: XVIII. Celostatni
konference virologli 15. — 16. 10. 2013
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1. studentia katodry genotky a mikrobiclogie, Prirodovddecka fakulta UK, Praha, 2. Ustay Iskafské mikrobiologie 2 LF UK a FN Niotol, Prana, 3. Kiika déiske hematologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol, Praha, 4. Ustay hematologie a krewni transfize, Praa,
5.3 chirurgické Kinika 1. LF UK a FN Mool Praha

Uvod:
Polyomaviry KI (KIPyV) a WU (WUPyV) byly objeveny v roce 2007 ve vzorcich z dychacich cest od pacientl
s respiracnim onemocnénim. KIPYV a WUPYV. jsou pojmenovany pode insfituci, kde byly objeveny
(Karolinska Institute; Washington University).
Jde o neobalené cirkulémi ds DNA viry z Eeledi Polyomaviridae, s velikosti genomu piblizn 5 kb.
KIPYV a WUPyV jsou detekovany zejména u dati s respi
pacientd. Prenos se odehrava inhalaci nebo kontaminovanymi predméty.
Je pravdépodobnd celoZivotn persistence.
p se, Ze vyvolavali i dychaciho traktu s Vyskytem do 5% nemocnych v
b&2né populaci; po HSCT jsou detekovany s viskytem priblizng 26% pro KIPyV a 8% u WUPYV.
KIPYV a WUPyV jsou ovéem detekovany i u osob bez respiratnich symptom

Struktura genomu WUPYV
casnd geny:
vely amaly Tantgen
pozan geny:
~ Kapsidové proteiny VP1. VP2,
vP3

Lidsky bocavirus (HBoV) byl popsan ve Svédsku v roce 2005 ve vzorcich z nosohltanu od asymptomatickjch
pacientii a pacientd s infekci dalsimi vi
Pafi do Seledi Parvoviridae a ma ss DNA o velikosti priblizné 5 kb a je podobny psim a bovinnim parvovirim z
kmene Bocavirus.
Vyskytuje se a2 u 20% pacientd s respiranim a GIT onemocn&nim - pfedevaim u déti. Detekovan byl nicménd
i u asymptomatickych pacienti
Primarni infekce probihd v datstvi do 6. roku véku
Byl detekovan nejen ve vzorcich respiratni tkéné a stolici, ale také v séru, tonsiléch, slinach, moti.
Prenos viru je neznamy - vétsina parvoviri se ale prenasi inhalaci, kontaktem s infikovanou stolici, sputem,
nebo moci. Pravdgpodobné mize perzistovat nékolik mésici po infekei — ve sliznici, & lymfatické tkani (nap.
tonsi).
V roce 2009-10 objeveny dali typy HBoV, dnes HBoVA-4.
HBoV - 1 je detekovan ve viech vékovych kategoriich, ale prevazné u déti s respiracnim onemocnénim
HBoV 2-4 se vyskytuje pfevazné ve stolici, vzacngji i v respiragnich vzorcich. S gastroenteritidou je asociovan
zejména HBoV2.
Prevalence HBoV' typd je v posloupnosti 1> 2> 3> 4.

Struktura genomu lidsksho bocaviru

struktumf profein N1

Jader fosfoprotein NP1 strktumi proteiny VP1, VP2

Metody:

K retrospektivni detekci vird bylo pouzito 649
vzorkii z dychacich cest a tkéni djchaciho
traktu (median 2ipacienta (rozmezi 1-9 vzorkd)
ziskanych mezi roky 2004-2013 od 38 déti a
259 dospélych po transplantacich plic a
hematopoetickych kmenovych bungk.
Extrakce DNA provedena pomoci Ultra Clean
Spin DNA isolation kit firmy MoBio a vzorky
byly nasledns uchovany pfi -20°C.

Detekce KUPYV a WUPYV byla provedena
RQ-PCR podie publikované eseje
(Bialasiewicz et al.); detekce HBOV 1-4 byla
provedena pomoci primeri viastniho designu
a sondy publikované v préci Kalle Kantola et
al. na pristrojich Applied Biosystem 7500 a
Biorad CFX96.

Kvantifikace pak byla provedena pomoci
Kalibraén kfivky zkonstruované pomoci
plasmidu se zaklonovanou cilovou sekvenci.

Vaorky

OTx. plic @BMT UHKT O BMT Motol

Pacienti

Vysledky:

Virové infekce byly detekovany u 9 détskych a 26 dospalych pacientu po alogenni HSCT a 27 pacientt po
transplantaci plic.

Pozitivni Negativni

Pocetp. vk Pocet p. Vek
BMT Motol 9 82(0,25259) 29 4,9 (05-210)
BMT UHKT 26 52,7 (22,4-62,0) 138 518 (19,2-78,2)
Tx. plic 27 5062 (19,5-72.1) 103 54,3 (8.2-72,0)

Vek se nezdé bit rozdilny ve skupiné infikovanych a neinfikovanych pacientd.

= poz tivn] pacient na KIPgY

= oz il saclent) na HBa

it pecienti na WU P

Zaver:

hematopoetickych kmenovych bunék a transplantaci plic

Katefina Blagoevoval, Blanka Krausova?, Miroslav Zajac?, Ales Briksi2, Petra Keslova®, Michal Kouba®, Jan Simonek®, Petr Sedlagek?, Petr Cetkovsky?, Robert Lischke®, Petr Hubagek?*

. ) infikovani
infikované dospéli
dati i

(31%) (24%)
76%
nenfkované

(69%)
W pecienti UHKT [ |

nemhkuvam
(76%
‘pacienti po Tx. plic
Vyskytvirt nent u détské populace vy3si nez u dospélé. (Chi-kvadrat test p=0,336). U infikovanych déti a dospélych byl detekovan vzdy jeden  vird.
KIPYV byl detekovan v 58 vzorcich (8,9%) od 42 pacientii (7 détskych (20%) a 35 dospélych(13,3%);
median detekované kvantity 1,9x10%/ml vzorku (rozmezi 1,5x10%ml - 4,25x10%/ml).

WUPYV byl detekovan u 2 vzorki (0,3%) od 2 pacientd (1 détsky a 1 dospsly) s detekovanou kvantitou 8,9x10%/ml a 2,1x10¢ml.

9%

®© &

WKIPyVa WUPYV pozitivni vzorky

B KIPYVa WUPYY pozitivni pacienti
= KIPyVa WUPYV nega

vni vzorky PyVa WUPyV negativni pacienti

HBoV byl detekovan v 28 vzorcich (4,3%) od 25 pacient (3 détskych (8,5%) a 22 dospélych (8,4%) s medianem detekované
kvantity 3,2x104/ml vzor;: (rozmezi 5,0x102/ml — 1,58x10%/ml).
4

m HBoV pozitivni vzorky

HBoV negativni vzorky wHBolmegbtiviatienti

U dvou vzorku jsme detekovali zarovei pritomnost KIPyV a HBoV.

Vyskyt testovanych virt v riznych mésicich roku
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Mésice roku

Rozlozeni vyskytu testovanych viri v pribshu roku naznacuje vySsi vyskyt KIPyV v dobé od bezna do Gervna, kdy je jiz
detekce tradicnich respiracnich vir, které jsou zpravidia RNA, vzacn&js.
Vysledky vsak budeme jesté ovéfovat a to zejména v nadchazejici sez6né respiragnich infekci 2013-2014.

Studie potvrdila vyskyt polyomavird WUPYV (1%), KIPyV (19%) a HBoV (9%) i v ¢eské populaci a to u détskych i dospélych imunosuprimovanych pacientd. K bliz§imu osvétleni
jejich patofyziologického tcinku véak bude tfeba, s ohledem na komplikovanost studovanych pacientd, ziskat k testovani vétsi skupinu pacientl a nejlépe v prospektivni studii
ziskat data o co nejvétsim poctu virovych agens v dychacich cestach téchto pacientu.

Mz CR

Pfiloha 2: Poster prezentovany na XXIIl. Konferenci détskych hematologu a onkologl
Ceské a Slovenskeé republiky, 25. — 27. Rijna 2013 — Ostrava
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