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Abstrakt

S celkovym rozvojem metod molekularni genetiky v pribéhu let vznikly 1 nové metody, které
lze vyuzit ve virologii. Stile vice je vyuzivano sekvenovani nové generace, které umoziuje
soucasn¢ paralelni sekvenaci mnoha vzorkl, navic také umozni rozlSit infekci vice virovymi
typy ve vzorku. Cilem prace bylo vyvinout metodu, kterou by bylo mozné genotypizovat
vSechny zndmé typy lidskych adenovird, lidskych enterovirt, a bakteriofagl, vybranych pro

jejich vyskyt ve stievé. Metoda vyuziva sekvenovani nové generace.

Prvnim krokem pii vyvoji metody byl ndvrh primerd, které jsou schopny detekovat vSechny
mamé typy zminénych virti, pokryvajici oblast, ktera je schopnd tyto viry mez sebou odlisit.
Tato metoda byla testovana na souboru 47 vzorka lidskych adenovirh a 30 vzorkl lidskych
enterovird se znamym sérotypem. Vytvofeny byly také vzorky se dvéma sérotypy v rizném
poméru. Po amplifikaci cilovych ¢asti genomu byly vzorky precist€ény a sekvenovany na
piistroji MiSeq, Illumina. Metoda byla dale vyuzta pii typizovani adenovird, enteroviri a
bakteriofagii v pre-diabetickych kohortach DIPP, MIDIA a v kohort¢ diabetikii z africkych a

asijskych zemi. Vychozim vzorkem byla RNA/ DNA izolovana ze vzorku stolice.

Prokazali jsme, ze metoda dokédze zachytit vSechny testované typy virt, vcetné vzorkl
smésnych infekci dvéma riznymi typy a to i vpiipade, ze je kvantita jednoho z genotypi az
1000 krat mensi, nez kvantita druhého. Typizace adenoviri a enterovir probihala na vzorcich
zkohorty MIDIA: detekovano bylo celkem 7 riznych adenovirovych typl, nejcastéjSi byl
lidsky adenovirus 2, dale jsme nalezli celkem 26 enterovirovych typd, znich byl nejcastejsi
coxsackie virus 2. Dale bylo nalezeno 19 adenovirovych infekci s vice nez jednim typem a 14
enterovirovych infekci bylo s vice nez jednim typem. Bakteriofagy byly detekovany a
typizovany na vzorcich zkohorty DIPP a kohorty africkych a asjjskych diabetikl. NejCasté;si
skupina stievnich bakteriofagi v téchto vzorcich byl rod Skl wvirus, nasledovanym rodem
Lambdavirus. Neprokazali jsme vyskyt detekovanych rodii bakteriofagh v longitudinding
sbiranych vzorcich. Longitudindlné sledované infekce adenoviry ¢i enteroviry byly vetSinou
kratkodobé a bylo prokézino stfidani sérotypt v ramci jednoho pacienta. Popsand metoda byla
otestovana a prokazala schopnost detekce 1 rozliSeni mezi znamymi typy lidskych adenovird,

enterovirti ¢i vybranych bakteriofaga.



Klicova slova: adenovirus, enterovirus, bakteriofagy, sekvenovani nové generace, autoimunitni

onemocnéni



Abstract

Next generation sequencing, which allows concurrent parallel sequencing of many samples and
makes it possible to distinguish the infection from multiple viral types in the sample, is well
suited as a detection format for such assays described below. The aim of the thesis was to
develop a method that could detect all known types of human adenoviruses, human
enteroviruses, and bacteriophages selected for therr presence i the mtestine. Using the next-

generation sequencing,

The first step was to design primers capable of detecting all known types of viruses, covering
the area that is capable of distinguishing these viruses. This method was tested on a set of 47
human adenovirus samples and 30 human enterovirus samples of known serotype. Samples
with two serotypes in different proportions were also created. After amplification of the target
genome, the samples were purified and sequenced on MiSeq, Illumina. The method was further
used in the typing of adenoviruses, enteroviruses and bacteriophages in pre-diabetic cohorts of
DIPP, MIDIA, and a cohort of diabetics from African and Asian countries. The tested sample
was RNA / DNA isolated from the stool specimen.

We have demonstrated that the method is capable to detect all tested virus types, including
mfections with two different types, even if the quantity of one of the genotype is up to 1000
times lower than the other. Then was the method tested on MIDIA cohort samples: a total of 7
different adenovirus types were detected, the most common was HAdV2. 26 enterovirus types
were found, the most common was CVA2. We also found 19 adenovirus infections of more
than one type in a sample and 14 enterovirus infections of more than one type. Bacteriophages
were detected and method was tested on samples DIPP cohort and samples of African and
Asian diabetics. The most common group of intestinal bacteriophages in these samples was the

genus Skl virus, followed by the Lambdavirus genus.

The described method was tested and show the ability to detect and distinguish between types

of human adenoviruses, enteroviruses or selected bacteriophages.

Key words: adenovirus, enterovirus, bacteriophage, new generation sequencing, autoimmune

disease
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5'UTR - S5’untranslated region
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CAR - coxsackie-adenovirus receptor
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SCARB?2 - Scavenger Receptor Class B, 2

T1D — type 1. diabetes

VirCapSeq-VERT - Virome capture sequencing platform for vertebrate viruses
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Uvod

Soucasny rozvoj metodik paralelntho sekvenovani piinesl nové piistupy pro detekci virti a
jejich  genotypizaci. Genotypizace s pouzitim klasického Sangerova sekvenovani pfinasi
omezeni, napiiklad v neschopnosti detekovat vice virovych genotypi v jednom vzorku.
Metodou sekvenovani nové generace lze ziskat az tisice sekvenci viru zkazdého ztestovanych
vzorki. S takto velkou sekvenacni hloubkou lze detekovat nékolik riznych virovych genotypi,

které jsou navic ve vzorku piitomny v rtizné kvantit¢.

O tom, Ze viry mohou spoustét autoimunitni onemocnéni jako napiiklad diabetes 1. typu ¢i
celiakii se hovoifi uz dlouho (Plot and Amital, 2009; Yeung et al, 2011). Specifickd PCR
(polymerdzova fetézova reakce), ktera se obvykle pouzivda ke stanoveni piitomnosti celého
virového rodu, je vyuzivana v mnoha studiich (Yeung et al, 2011), ale nerozliSuje mez
jednotlivymi genotypy. Pfitom je zndmo, Ze konkrétni genotypy enteroviru mohou mit ve
vztahu k diabetu 1. typu vice rizikovy (Laitinen et al, 2014) ¢i naopak protektivni charakter
(Tracy et al, 2002). Co se tyka souvislosti bakteriofagh a spousténi autoimunitnich chorob,
asociace zatim nalezena neni, nicméné v souCasné dobé se intenzivné studuje vliv stievniho
mikrobiomu, ktery mize byt bakteriofagy ovlivnén nepiimo (Muniesa and Jofre, 2014).
Vyskyt bakteriofagh u autoimunitnich onemocnéni je oblast zatim velmi malo prozkoumana.
Nevyhodou je velkd rozmanitost jejich genoml a tim i jejich sloZitd typizovatelhost. Nesporna
je vsak jejich funkce v ovliviiovani mikrobialni ekologie, diverzity a virulence (Penadés et al.,
2015).

V této praci je popsan vyvoj metod pro genotypizaci typu adenoviri a enteroviri a pro detekci
nejCastéjSich bakteriofagh lidského stfeva. Metodiky maji slouzit ke genotypizaci zminénych
virih pii studiu spoustécli autoimunitnich onemocnéni, nicméné mohou byt pouzity k mnozstvi

dalSich védecko-vyzkumnych uceli.
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Cile prace

Cilem prace bylo vytvofit a optimalizovat metodiku vhodnou pro studium virovych genotypt
jako spoustéct autoimunitnich chorob, pomoci kter¢ by bylo mozné detekovat a genotypizovat
adenoviry, enteroviry a bakteriofagy ze vzorkl stolic. Metoda je zalozenid na piipravé PCR
produktii pomoci vhodné¢ navrzenych primeri a nasledné paralelni sekvenaci s vyuztim

platformy Illumina.
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1. Prehled literatury

1.1 Molekularné-genetické metody ve virologické praxi a vyuziti
sekvenovani nové generace

Vrutnni virologické praxi se k pfimé detekci virh pouzivaji prevazné metody detekujici
virovy genom, zalozené na PCR, ty jsou cenéné pro jejich sensitivitu, specificitu a rychlost,
vysledek miize byt znam jesté tentyz den. Bunéné kultury se pro bémou klinickou praxi
nepouzivaji. Kromé zdlouhavého procesu kultivace a nachylnosti ke kontammnacim je také
problematické, ze ne vSechny viry jsou na bunéCnych kulturdch schopné rust (hepatitida B,
hepatitida C, prijmové viry) (Storch et al, 2000). Na rozdil od klinické praxe vSak kultivacni

metody pfindSeji moznost virus izolovat a ndsledné zkoumat (Wiedbrauk and Farkas, 1995).

Detekce virového genomu probihd vramci klinického vySetfovani Casto ve formé multiplexu.
Gonzalez and McElvania, 2018, ve svém clanku shrnuji nejnovéjsi postupy pro klinickou
diagnostiku patogent u pediatrickych pacientl. Multiplexni panely umoziuji testovani
Sirokého spektra patogenlt v jediném testu. Nékteré metody kombinuji detekci virh a bakterii.
Zajistyji tak rychlou a ptesnou detekci patogend, coz vede ke zkraceni doby, kdy je pacientovi
poskytnuta optimalni lé¢ba. Bylo vyvinuto n€kolik protokolii pro multiplexni detekci patogent,
napiiklad: pro respiracni onemocnéni, gastrointestinalni onemocnéni ¢i infekce nervového
systétmu. Jednim zpaneli je ,bioMe'rieux FimArray Respiratory Panel, ktery soucasné
detekuyje viry a bakterie lidskych respiracnich onemocnéni: virus chiipky, respiracni
syncycialni virus, virus parainfluenzy, metapneumovirus, rhinovirus, adenovirus, koronavirus a
bakterie Bordetella pertussis, Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae. Panel
pro detekci gastrointestindlnich patogenii navic krom¢ virh a bakteri detekuje i nékteré
parazitické organismy, napiiklad ,Luminex XxTAG Gastromtestinal Pathogen Panel* detekuje
Cryptosporidium, Entamoeba histolytica, Giardia a z viri a bakterii naptiklad: adenovirus 40 a

41, norovirus, rotavirus, Campylobacter spp, Salmonella spp, E. coli O157 (Gonzalez and
McElvania, 2018).

Kromé¢ vySe zminénych metod se vklinické praxi se k blirsi identifikaci virového patogenu
pouziva Sangerovo sekvenovani, které bylo zavedeno Frederickem Sangerem v roce 1977
(Sanger et al, 1977) a na zaklad¢ této metody byl vroce 1987 firmou Applied Biosystems
vyvinut plné automatizovany sekvenator ABI 370 (Prober et al, 1987). Touto metodou jsme

schopni ziskat vzdy jednu sekvenci na reakci. V soucasné dobé se do popfedi zijmu dostava
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metoda sekvenovani nové generace (next generation sequencing, NGS), kterd bude blize
popsana v nasledujicich kapitolach. Hlavni rozdil mezi obéma sekvennimi metodami je pocet
sekvenci, ktery se pohybuje mezi tisici az miliony ctenych molekul na jeden NGS béh
v zavislosti na pouzitétm sekvendtoru. NGS je pro klnickou praxi zatim téméf nepouZitelng,
zejména z diivodu nejasné odolnosti k vzijemné kontaminaci mezi vzorky a k nakladim na
sekvenovani. Rozvoj této metodiky umoznil stanovit celé genomy virovych ¢i bakterialnich
patogenli a studium jejich vlastnosti virulence. Krom¢ toho také umoziuje metagenomické
piistupy, které analyzuji rozsédhla mikrobidlni spoleCenstva bez nutnosti jejich kultivace, ¢ehoz
se vyuziva 1 pii studiu lidského stfevntho mikrobiomu (Finkbeiner et al., 2008).

1.2 Sekvenovani nové generace

Pojem NGS (next generation sequencing) zahrnuyje mnoZzstvi ruznych sekvenacnich
technologii, které¢ predstavuyji predevSim komercni platformy Illumina (Solexa), Roche 454,
SOLID, Heliscope, Ion Torrent a dalsi Firma 454 Life Sciences byla prvni, ktera v roce 2005
uvedla na trh sekvenator nové generace zalozeny na principu pyrosekvenovani (Margulies et
al, 2005) . Od t¢ doby se NGS metody neustdle vyviji, snaha je snizovat chybovost, zvySovat

délku Cteni, zrychlovat proces sekvenace a snizovat cenu za sekvenovani.

NGS se hojné vyuziva pii hledani mutaci jako pfi¢in onemocnéni u lidi a to sekvenovanim
vSech exonli (exom), nebo jen kandidatnich genii (panely s vybranymi geny, napf. panely pro
detekci mutaci v genech asociovanych s rakovinou prsu BRCA1, BRCA2 (Park et al, 2017). V
mikrobiologii se NGS vyuzivd nejcastéji pro sekvenovani celého genomu konkrétniho
bakteridlntho patogenu (obrazek 1.1 A) a také ve studiich mikrobiomu pomoci genu pro malou
ribozomdlni podjednotku (gen pro 16S rRNA, obrazek 1.1 B) (Sanschagrin and Yergeau,
2014), nebo
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Index vzorku Sekvence primeru
B \ j : Konstantni oblast
N\ 4 / / \,
V1 Wz \ic]

V4 Vs VB V7 V8 Vg

Cilova oblast \ X /

Variabilni oblast

165 RNA gen

Obrazek 1.1 - NejdilezitéjSi pristupy k pripravé vzorkiu pro sekvenovani nové generace.
A) ,;shot-gun sekvenovani®, sekvenovani nahodnych fragmentti a B) sekvenovani PCR ampliont

s riznym obsahem, napt. 16S sekvenovani.

Cast A byla ziskana z analyz ,,shotgun sekvenovani® zpracovavané v Laboratofi molekuldrni genetiky,

2. LF UK, a vytvofena v programu Geneious (Geneious version (8.1), https://www.geneious.com,
Kearse et al.,2012), ¢ast B byla pievzata z

https//www.lcsciences.com/discovery/applications/genomics/16s-rrna-gene-sequencing-landing/ 16s-
gene/ a upravena.

V oblasti virologie se NGS pouzivda nejméné Casto, hlavné kvili velké variabilit¢ virovych
genomil (neexistuje oblast shodnd pro vSechny viry, ktera by se dala pouzt k jejich
charakterizaci, jako gen pro 16S rRNA u bakteri) a pomémné sloZit¢ metodice piipravy vzorka
(viz kapitola €. 1.2.1, sekvenovani ndhodnych fragmentti). Existuji zatim dva metodické
piistupy vyuzivané pro charakterizaci viri ve vzorku, které budou blize popsany v kapitolach

¢. 1.2.1 (sekvenovani ndhodnych fragmentt) a ¢. 1.2.2 (hybridizaéni sondy).
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1.2.1 Sekvenovaninahodnych fragmenti virovych genomi

Tato metoda umoziuyje ziskat kompletni sekvence virovych genomil, pokud se vyskytuji
v dostatetné kvantité. Je zalozena na pfipravé nahodnych fragmenti nukleovych kyseln ze
vzorku, jejich amplifikaci, sekvenovani pomoci metody NGS a nasledného bioinformatického
skladani sekvenci zNGS do pivodni sekvence viru (obrazek 1.1 A). Metoda byla pouzita
napiiklad pro detekci viri ve vzorcich stolic déti s akutni paralyzou (ktera m¢la jiného ptivodce
nez poliovirus), nebo pro studium vird ze vzorkd stolic déti s priymovym onemocnénim
(Finkbeiner et al, 2008) a studium bakteriofagh v lidském stfevé zalozili na této metodé
Oglive et al, 2013 (Ogilvie et al, 2013). Metoda je vhodna pro vzorky s vysokou virovou
naloZ, jako je naptiklad stolice (Victoria et al., 2009).

Klicovym krokem je proces odseparovani virovych partikuli ze vzorku za soucasného
odstranéni kontaminant, jako jsou napiiklad zbytky bakterialnich bunck, pficemz velice zalezi
na charakteru pouzit¢ho vzorku. Existuji minimdlng Ctyfi piistupy, jak ziskat ze vzorku co
nejvyssi mnozstvi viru. Tyto metody shrnuje clanek zaméfeny na extrakci bakteriofagovych

genomil ze vzorku stolic (Klemner et al, 2015) viz obrazek 1.2.
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Obrazek 1.2 - Shrnuti riiznych metod separace virovych partikuli ze vzorku.

Metoda ,,DTT*“ shrnuje pouziti dithiothreitolu (DTT) k degradaci hlenu stolice (ktery jnak muZze
interferovat s filtraci), filtraci pres 0,45/0,2 pm filtr a pouziti DNaz. Metoda ,,FD* pak odstranéni
bakterialnich bunék pomoci filtrace pies 0,45/0,2 um filtr a nasledné odstranéni volné DNA pomoci
DNaz (virové nukleové kyseliny chrani kapsida). Metoda ,,CsCIl* zahrnuje filtraci pfes 0,45/0,2 um
filtr, pouziti DNaz, purifikaci virovy ¢astic v gradientu chloridu cesného (CsCl) (hustota CsCI pti
koncentraci 1,6 az 1,8 g/ml je blizkd hustot¢ DNA, po né€kolikahodinové centrifugaci pti vysokych
otackach a vysokém zrychleni se vytvoii koncentracni gradient, na jehoz zaklad¢ je mozné odseparovat
virové castice od jinych kontaminujicich partikuli). Metoda ,,PEG* se sklada z filtrace pres 0,45/0,2
um filtr, pouziti DN4z, kondenzace virovych ¢astic pomoci polyetylen glykolu (PEG) (PEG se piidava
k vychytani molekul vody, ¢imz dojde k agregaci virii a jejich snadné precipitaci). Ve vSech piipadech
jsou nukleové kyseliny extrahovany napiiklad pomoci chloroformu.

Ptevzato z (Kleiner et al., 2015).

Poté jsou nukleové kyseliny amplifikovany pomoci nahodnych primert (Kleiner et al, 2015) a
sekvenovany. Vysledné sekvence jsou bioinformaticky slozeny (obrazek 1.1 A) a
identifikovany pomoci databaze NCBI (Finkbemer et al, 2008). Metoda umoziyje odhalit
pfitomné viry, aniz bychom pfedem védél, jaké ocekavat. Predchazi potencidlnim omezenim

tradiénich metod, jako omezena kultivovatelnost viru v bunéénych kulturach. Nevyhodou
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metody je jeji nizkd citlivost oproti specifické PCR, neni proto zatim vyuzivand pro klinické
uCely, jako nastroj pro zkoumani rozmanitosti mikroorganismi ma vSak nezastupitelhou roli

(Kramna et al, 2015).

1.2.2 Detekcevirovych fragmenti pomoci hybridiza¢nich sond

Hybridizaéni sondy jsou zaloZené na navrhu specifickych sond, které vychytavaji cilové
sekvence. Pokud je cilova sekvence ve vzorku pifitomna a dojde k hybridizaci, vydava sonda
fluorescencni  signal. Vysledkem je semikvantitativni detekce, nikoliv vSak ziskdni konkrétni

nahybridizované sekvence.

Martinez et al, 2015, popsali spojeni amplifikace pomoci ndhodnych primerti a ,microarray*
technologie pro detekci veSkerych vird ze vzorkl stolice, coz do t& doby nebylo bézné, obvykle
byly vyvileny ,jmicroarray” pro detekci jednoho virového druhu nebo typizaci v ramci druhu
(Chizhikov et al, 2002; Lin et al, 2004). Metoda vyuzivd pro amplifikaci virovych usek
genomti nahodné primery, zajisti sice amplifikaci Sirokého spektra virt, ale mize snizovat
senzitivitu detekce, protoze amplifikaci veSkeré genetické mnformace se vyredi pozitivni signal

(Martinez et al., 2015).

Virochip, platforma obsahujici 19 000 sond odvozenych ze vSech virovych druhti v GenBank
byla GspéSné vyuzita pro detekci novych virG epidemi, jako byl SARS (Wang et al, 2003) a
pro identifikaci chiipkového viru HINT pii pandemii v roce 2009 (Greninger et al., 2010).

Thomas Briese et al, 2015, navrhli viromovou platformu VirCapSeq-VERT pro zachyceni viril
obratlovct. Jejich systém zahrnuje pies 2 miliony prob, které pokryvaji genomy 207 zastupcii
vird schopnych infikovat obratlovce (tedy i Cloveéka). Oligonukleotidové proby (dlouhé 50-100
nukleotidit) byly vybirdny tak, aby reprezentovaly vSechny virové taxony obsahujici alespon
jeden virus, ktery inflkkuyje obratlovce. Autoii také deklaruji, ze VirCapSeq-VERT detekéni
limit je srovnatelny s detekci antigenu pomoci RT-PCR v séru, krvi a tkanovych extraktech.
Testované vzorky lze bud’ hybridizovat se sondami kazdy zvlast nebo opatiit vzorky pomoci
specifickych znatek a pfipravit tak multiplexové reakce o vice vzorcich najednou. U
multiplexové reakce se vSak projevil snizeny detek¢éni limit, pravdépodobné vlivem riznych

virovych nalozi u jednotlivych vzorkd a tim nerovnomérna kompetice o sondy (Briese et al,

2015).
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1.3 Charakterizace vybranych skupin viri
1.3.1 Adenovirus

Celed Adenoviridae zahmuje rody Siadenovirus, Atadenovirus, Aviadenovirus, Ichtadenovirus
a Mastadenovirus. V této praci bude blize specifikovan rod Mastadenovirus, protoze jsou zde

zafazeny vSechny adenoviry infikujici clovéka (HAdV).

Jsou to neobalené viry o primémé velikosti 70-90 nm. Jejich ikosahedralni kapsida je tvofena
ze tii druhti proteini — z 240 hexonli a 12 pentonovych baz s centralnim vlaknitym protenem
udavajici adenovirim jejich specificky vhled (obrazek 1.3). Jadro virionu (,core®) se sklada
zpolypeptidi a jedné lnedrni, dvouvldknové DNA - adenovirového genomu. Epitopy na
hexonovém proteinu slouzi jako cile neutralizacnich protilatek, jsou rozpoznavany
cytotoxickymi T-lymfocyty a jsou zakladem pro klasifikaci adenovirti na 51 sérotypti (Ebner et
al, 2005). Nové objevené genotypy 52 az 67 byly identifikovany genomickym sekvenovanim a
zménily dosavadni kritéria pro typizaci adenovirit (Lion, 2014), coz bude popsano pozdéji
Tkanovy tropismus viru je urcen vlaknitym proteinem (,.fiber). Virus vstupuje do bunky po
mterakci vldknitétho protemu se specifickym bunéénym receptorem, ktery se nachidzi na
hostitelskych bunkdch. Mezi tyto receptory se fadi bunéény povrchovy proten CD46,
coxackie-adenovirovy receptor (CAR) a bunéény proten pro adhezi desmoglein 2 (DSG2).
Dohromady jsou tyto receptory piftomny t€méf na vSech bunéénych typech (Cupelli and
Stehle, 2011). Pro sekundérni interakci je pak vyzadovan bunécny ko-receptor (obvykle
molekuly integrintl), na néhoz se vaze pentonova baze virové kapsidy, tento proces stimuluje
vstup adenoviru do hostitelské buiky. Nasleduje endocytéza viru pomoci klathrinovych vacki.
Po uvolnéni viru zendosomu je virovd DNA dopravena skrz jaderné pory do jadra, kde

probiha replikace (Fields et al., 2013).
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Obrazek 1.1 - Morfologie virionu.

Kapsida slozena z hexonil, vnitninich kapsidovych proteini (VI), pentonovych bazi a vlaknitych
proteini. Uvniti' virionu jsou proteiny (V, VII) obklopujici linedrni dsDNA. Ptevzato z (Strauss
and Strauss, 2008).

Velikost genomu lidskych adenoviri se pohybuje okolo 36 kbp a celkové genom koéduje ~40
genll. VSechny adenoviry sdileji podobnou organizaci genomu, ten je rozdélen na oblasti, které
odpovidaji replikacnimu cyklu viru: pét casnych transkripénich jednotek, dvé stiedni a jedna
pozdni (Fields et al, 2013). Transkribovana jsou obé& vldkna DNA, kazda transkripéni jednotka
ma vlastni promotor a koduje rizné mRNA, které vzniknou alternativnim sestithem jednoho
linedrntho transkriptu (obradzek 1.4). VétSma adenovirovych mRNA je vytvofena vystiizenim
jednoho nebo vice mtrond, obvykle umisténych v 5' nebo 3' nekodujici ¢asti pre-mRNA. (Zhao
et al, 2014). VSechny primirni transkripty prochazeji dalSim sestfihem, uvadi se vznik az 50
ruznych transkriptl v pozdni fazi infekce (Zhao et al, 2014). Jako prvni se piepisuje jednotka
EIA pomoci EIA promotoru. Casné transkripéni jednotky upravuji prostiedi v buiice tak, aby
bylo vhodné k replikaci viru a tlaci builku do S fize. Mez stiedné Casné transkripty patii E2B
kédujici virovou polymerazu. Pozdni transkripni jednotky jsou oznacovany jako L1 — L5 a
koduyji  strukturni  protemy. Jednotka E3 se nazgva protein smrti (,,death protein). Je
exprimovana v Casné fazi, hojné¢ ale také v pozdni fazi infekce. Jeji proteiny snizuji expresi
bunécnych proteinii zrodiny TNF (tumor necrosis factor), zastavuji apoptozu a obecné

modulyji bunénou odpovéd’ na infekei (Fields etal, 2013)
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Obrazek 1.2 - Usporadani adenovirového genomu.

Primarni transkripty jsou vyznaCeny v zavorkach, produkty vzniklé po sestfihu pak v barevnych
rameccich s Sipkou udavajici smér kodujici sekvence. Promotory jsou vyznaceny cernou zahnutou
Sipkou, mista ukonCujici transkripci pak Cervenou Sipkou.

Lidské adenoviry jsou asociovany s riznymi typy onemocnéni (viz tabulku 1.1).

Tabulka 1.1 - Dosud publikované adenovirové genotypy.

Druhy HAdAV (A - G) a s nimi asociovana klinicka onemocnéni. Sérotypy 1 az 51 byly
identifikovany sérotypizaci, genotypy 52 az 67 byly identifikovany genomickym sekvenovanim,

proto se pouziva oznaCeni genotyp. Ptevzato z (Lion, 2014)

Lidsky
adenovirus Lidsky adenovirus (typ) Nejcastéji asociované infekce
(druh)
HAGV - A 12. 18, 31. 61 gastrointestinalni, respiratorni, mo¢ovych
T cest
HAQV - B 3.7, 11, 14, 16, 21, 34, 35, 50, 55, 66 kerat.okonjlrmktl\:ltld’a, gastrointestinalni,
respiratorni, mo¢ovych cest
HAQV - C 12,5657 gastrointestinalni, respiratorni, mo¢ovych
b b b bl Cest
8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, 32, 33, 36-39, . o . s,
HAdV -D 4249, 51, 53, 54, 56, 58.60, 63-67 keratokonjunktivitida, gastrointestinalni
HAdV -E 4 keratokonjunktivitida, respiratorni
HAdV -F 40, 41 gastrointestinalni
HAdV -G 52 gastrointestinalni

Pfenos viru se uskuteciiyje fekalng-oralni cestou, inhalaci aerosoli nebo piimym zanesenim

viru do tkané v pifpad¢ ocnich infekei VétSina infekci HAAV se vyskytuje v détském veku, ale

jsou dokumentovany epidemie jak u déti, tak u dosp€lych v uzavienych kolektivech. Infekce

jsou obvykle mirné a imunitni systém se snimi ve vetSin¢ pifpadl vyrovnd sdm, avSak u
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Infekce  predstavuyje  problém  napiiklad u  déti, které  podstoupily transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunck, zde mize dochazet k reaktivaci infekce, kterd je spojena
s vysokou mortalitou (Kosuln et al, 2016). Lion, 2014 ve svém souhrnném c¢lanku popisuje,
ze perzstuyjici adenovirova infekce je detekovatelnd u vetSiny déti, je vazana na lymfatické

bunky a s vékem klesa.

Lidské adenoviry (HAdV) se fadi do druht HAdV A-G, které v soucasné dob¢ zahruji 67
genotypt HAAV (Lion, 2014). Vymezeni druhu je zaloZeno zejména na evoluéni vzdalenosti a
odlisnosti ve stavb¢ genomu. Pro klasifikaci a rozliSeni jednotlivych genotypti adenovirii jsou
nejdilezitéjsi hypervariabilni oblasti genu pro hexon. Zbyvajici €asti hexonového genu, jsou
mezi genotypy relativné malo variabilni. Ackoliv je oblast hexonu pro klasifikaci nejvice
vyuzivana, lze pro presnéjSi urCeni zahrnout sekvencni analyzu genu vldknit¢ého proteinu a
pentonové baze, mista mezi kterymi dochdzi k nejCastéjSim rekombinacnim udalostem (Lion,
2014). Celogenomovou analyzou zistupci HAdV-B a HAdV-D bylo ziSténo, ze genomy
HAdV-D se vyviji spife vlivem rekombinace, zatimco genomy HAdV-B, které vykazuji veétsi
ammokyselinovou rozmanitost, se vyvijeli spiSe vlivem substituci (Robinson et al, 2013).
Fylogeneticky strom a evoluéni vzdalenosti zobrazuje obrazek 1.5. VétSma nové vzniklych
HAdV genotypti jsou homolognimi rekombinanty v ramci jedné skupiny, n€které znich tim
ziskaji jinou patogenitu (Singh et al., 2015).
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Obrazek 1. 3 - Fylogeneticky strom adenovirovych genomii.

Fylogeneticky strom je zobrazen i s vyznacenymi fylogenetickymi vzdalenostmi (p-distance),
které¢ udavaji procento odlisnosti genomi. Strom byl vytvofen na zakladé celogenomové analyzy,
ptevzato z (Robinson et al., 2013)

Detekce adenoviru

Senzitivni detekce: pro senzitivni detekci, kterd urci s vysokou piesnosti, zda se virus
ve vzorku vyskytuje, ale uz nerozli§i genotyp, se vyuzivaji vysoce konzervované oblasti
genomu (zndzornuje obrazek 1.6). Témito oblastmi jsou E2B (gen pro virovou
polymerazu) nebo konzervativni oblasti hexonového genu. Napiiklad firma GeneProof
a.s. nabizi kit pro in vitro diagnostiku, ktery umoziyje kvalitativni i kvantitativni
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detekci HAAV vriznych typech klinickych vzorkd a je zaloZzen na amplifikaci
konzervované¢ sekvence genu E2B (GeneProof Adenovirus PCR Kit). Oblast
hexonového genu byla také pouzita pro detekci veétSiny genotypli, pomoci PCR
vrealném case (,real-time PCR®), bez schopnosti jednotlivé genotypy odlsit (Dupuis
et al, 2011; Ebner et al, 2005). Metodu pro detekci 57 genotypti, zalozenou na PCR
vrealném case popsali ve své studii napiiklad Buckwalter et al, 2012. Metoda je
schopna detekovat a kvantifikovat HAdV v riznych klinickych vzorcich s vysokou
senzitivitou, za pouzti jediného péaru primerii nasedajicthho na oblast pentonové baze,

genotypy vSak metoda nerozli§i (Buckwalter et al, 2012).

Detekce s urenim typu: analyza variabinich oblasti genu pro protein hexon virové
kapsidy ma dnes Siroké wvyuziti pro genotypizaci adenoviru. Nicméné zejména u
HAdV-D, u kterych casto dochdzi ke genové rekombinaci, nemusi mit tato metoda
dostateCnou rozliSovaci schopnost. Je proto vhodné zavést 1 analyzu vldknitého
proteinu, kde jsou rekombinacni uddlosti épe patrné (Lu et al, 2011; Singh et al,
2015; Thounaojam et al, 2016). Jako piiklady studii, které¢ vyuzivaly analyzu genu pro
hexon, uvddim Takeuchi et al, 1999, ktefi studovai HAdV u pacienti
s keratokonjunktivitidou.  Jejich  degenerované¢ primery pokryvaly celou oblast
hexonového genu — tedy vSech 7 hypervariabilnich oblasti (HVR). PCR amplikony
byly pouzity pro naslednou sekvenaci a analyzu (Takeuchi et al, 1999). Jelikoz
namnozeni a sekvenovani tak dlouhého useku (vice nez 1800 bp) bylo pomémné slozité
na provedeni, zaCaly se dalsi studie zaméfovat na kratSi useky hexonového genu, které
by byly vyuziteiné pro genotypizaci. Allard et al, 2001 zvolili pro genotypizaci metodu
zalozenou na PCR a nasledné digesci amplifikovanych Usekli  restrikénimi
endonukledzami a analyze restrikCnich fragmentl. Navrhli primery pro PCR do oblasti
hexonového genu mezi 21. a 322. par bazi (Allard et al, 2001). Primery navrzené v této
studii jsou dodnes vyuZivané pro molekularni detekci HAAV (Filho et al, 2007;
Gopalkkrishna et al, 2016; Liu et al, 2016; Portes et al, 2017) nebo méné casto k jejich
genotypizaci (Ouédraogo et al, 2016). Primery piesahujici jiné hypervariabilni oblasti
hexonového genomu uréené ke genotypizaci byly popsany napiiklad ve studiich

(LeGoff et al., 2013; Sarantis et al., 2004).
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Obrazek 1.4 — OdliSnosti v genomu adenovirovych druhi.

Riazové Sipky oznacuji genomovou polohu pro DNA polymerazu (E2), pentonovou bazi, hexon,
E3 protein a vlakno. Zaroven je z obrazku patrna odlisnost genomu adenovirovych druhti v oblasti
pentonu, hexonu, E3 proteinu a vlakna, dale je patrna pomémé konzervovana oblast virové

polymerazy (E2).
Ptevzato a prepracovano z (Robinson et al., 2013)
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1.3.2 Enterovirus

Enteroviry (EV) jsou neobalené RNA viry. Rod Enterovirus patii do celedi Picornaviridae
sdruzgjici  jedny znejmenSich vird. Virova kapsida je vpriméru 30 nm velkd, ma
ikosahedralni tvar a je slozend ze 4 protemi — VP1, VP2, VP3 a VP4 (Yates, 2014) (viz
obrazek 1.7). Enteroviry vstupuji do bunky pomoci nékolika riiznych receptorti v zavislosti na
sérotypu. Pro ldské EV-A byly identifikovany PSGL-1 (P-Selectin Glycoprotein Ligand-1) a
SCARB2 (Scavenger Receptor Class B, 2) (Nishimura and Shimizu, 2012). Jiné enteroviry
vyuzivaji jako vstupni receptory integrin avf6, mntegrin ovp3, CDI55, CAR (coxsackie-
adenovirovy receptor), CD55 nebo ICAM 1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) (Lu and
Rossmann, 2014).

VP1
VP1
VP2
VP
VP3 VP2 3

VP4

Obrazek 1.5 - Morfologie virové kapsidy enteroviru.
Proteiny VP1, VP2, VP3 and VP4. VP4 tvorici kapsidu obklopuji RNA genom. Pievzato z
(https://viralzone.expasy.org/)

Genomova RNA je jednovldknovd s poztivni polaritou fetézce. Diky poztivni polarité fetézce
je genom sam o sob¢ infekéni, po infekci burky je ihned ptekladdn na ribozomech do proteinu.
Genom je wvelkky pouze 7500 bazi a obsahuje jediny otevieny cteci ramec, ktery koduje
polyprotein, ten je Stépen za vzniku strukturnich a nestrukturnich proteind (viz obrazek 1.8).
Virovda RNA se vdze na ribozom pomoci IRES (,nternal ribosome entry site®, vnitini misto
pro vstup ribozomu). Pivodni polyprotein je St€pen protézami a vznikd prekurzor P1, jehoz
Stépenim vznikaji strukturni proteiny a dale P2 a P3, jejichz produkty Stépeni slouz k replikaci,
modifikaci hostitelské buikky, procesu vzniku novych virioni a nasledné lyzi bunky (viz
obrazek 1.8).
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Obrazek 1.6 - Schematické znazornéni enterovirového genomu.

Na obrazku je zobrazen z virové RNA (modie) translatovany polyprotein (P1, P2, P3), ktery je
proteolyticky Stépen na 11 zralych polypeptidi. U kazdého polypeptidu jsou vypsany jeho
biologické funkce.

UTR - netranslatovana oblast; IRES — misto pro nasednuti ribozomt. Ptfevzato z (Lin et al., 2009).
Rod Enterovirus tfadime do Celedi Picornaviridae. Rod se sklada z 15 druhil: Enterovirus A —
L, (ztoho lidské jsou enterovirus A - D) a rhinovirus A — C. Rod Enterovirus dohromady
zahrnuje vice nez 200 typl, ztoho lidskych je vice nez 100 typt (dle informaci z

http//www.picornaviridae.con/). K zafazeni rhinoviru do rodu Enterovirus doSlo cca pted 10

lety (httpsi//talk.ictvonline.org/) a ackoliv jsou si tyto viry geneticky blizké, jejich fenotypova
charakteristika se zisadné¢ odliSuje. Enterovirové infekce mohou postihovat Siroké spektrum
bun¢k s riznymi klinickymi projevy, naopak rhinovirové infekce se lokalizuji hlavné do oblasti
hornich cest dychacich, 1§ se mimo jiné i podminky pro optimalni kultivaci téchto virovych
druhd.(Royston and Tapparel, 2016).
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Tabulka 1.2 — Lidské enterovirové druhy a typy.
Znazormnéni vybranych lidskych druhd (a jejich typl) rodu Enterovirus. Pfevzato a upraveno z

(http//www.picornaviridae.com/).

Lidské
enterovirové Piiklady typa piisluSnych druhi
druhy

coxsackievirus A2 (CV-A2), CV-A3, CV-A4, CV-AS5, CV-A6, CV-A7, CV-AS, CV-
Enterovirus A A10, CV-A12, CV-A14, CV-Al6, enterovirus A71 (EV-A71), EV-A76, EV-A89, EV-
A90, EV-A91, EV-A9

coxsackievirus Bl (CV-B1), CV-B2, CV-B3, CV-B4 , CV-B5, CV-B6, CV-

A9, echovirus 1 (E-1; incl. E-8), E-2, E-3, E-4, E-5, E-6, E-7, E-9 |E-11, E-12, E-13, E-
Enterovirus B 14, E-15, E-16, E-17, E-18, E-19, E-20, E-21, E-24, E-25, E-26, E-27, E-29, E-30, E-

31, E-32, E-33, enterovirus B69 (EV-B69), EV-B73, EV-B74, EV-B75, EV-B77, EV-

B78, EV-B79, EV-B80, EV-B81

poliovirus (PV) 1, PV-2, PV-3, coxsackievirus Al (CV-Al), CV-All, CV-A13, CV-
Enterovirus C Al7, CV-A19, CV-A20, CV-A21, CV-A22, CV-A24, EV-C95, EV-C96, EV-C99, EV-
C102, EV-C104, EV-C105, EV-C109, EV-C113

Enterovirus D EV-D68, EV-D70, EV-D9%4, EV-DI111

Al, A2, A7, A8, A9, A10, A11, A12, A13, Al15, Al6, A18, A19, A20, A21, A22, A23,

Rhinovirus A A24, A25, A28, A29, A30, A31, A32, A33, A34, A36, A38...

B3, B4, BS, B6, Bl4, B17, B26, B27, B35, B37, B42, B48, B52, B69, B70, B72, B79,

Rhinovirus B B83, B84, B86, B91, B92, B93

Rhinovirus C C1-C56

YV s .

Enteroviry jsou béznymi lidskymi patogeny, které obvykle zpiisobuji gastrointestindlni infekce
a infekce dychacich cest. Pokud vSak neni virus imunitnim systémem eliminovan v misté
primarni infekce, miZze nastat virémie a ptfenos viru k dalsim orgdnlim, dochazi pak k vaznym
klinickym projeviim, jako sepse, meningitida, encefalitida ¢i myokarditida Pribéh infekci
mize byt bezptiznakovy, s mirnymi piiznaky, ale 1 se zavaznymi komplikacemi (t€mi jsou
napitklad aseptickd meningitida ¢i myokarditida) (Yates, 2014), navic pfedchozi expozice
enterovirovému typu mnohdy nebrani reinfekci (Fields et al, 2013). Incidence enterovirovych
infekci  vykazuje  urCity vzorec sezonnosti, je vyS§i vIét¢ a zaCatkem podzimu.
Epidemiologické zpravy nejCastéji uvadi vyskyt enterovirovych mfekei spojenych s tézkymi
neurologickymi ¢i respiratnimi onemocnénimi (zejména typy EV-A71 a EV-D68), které¢ mirné
nartstaji, v jednotlivych zemich se vyskytuji v desitkach piipadii a obvykle postihuji déti v

primémém veéku ti1 let (https://ecdc.europa.ew/). Retrospektivni prirezova studie provedena

vletech 2010-2014 vseverni Itali popisuje epidemiologii enterovir cirkulyjicich u déti do 5
let. Vzorky rektdlntho nebo kréniho stéru byly odebrany bud’ hospitalizovanym détem, nebo
ambulantnim détskym pacientim a byly analyzovany v rdmci rutinni virologické praxe.
Primérné procento pozitivnich vzorkd bylo 16%, ztoho 80% mfekei prob¢hlo u déti mladSich
tii let, s patrnou sezonnosti incidence (Bubba et al, 2017). Podle WHO je 70% nahlaSenych
symptomatickych EV ifekci u déti do deseti let véku (de Crom et al., 2016).
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Celd virova skupina vykazuje znaCnou genetickou variabilitu, kterd je zplsobena jak
mutacemi, tak genovou rekombinaci Preferencni rekombmacni body byly popsany
v nestrukturnich oblastech P2 a P3, kdezto rekombinace v oblastech koédujici virovou kapsidu
jsou neobvyklé (Santti et al, 1999). Mutace v genomech vznikaji pfedevsim v disledku velké
chybovosti virové RNA dependentni RNA polymerdzy, kterd nema ,proofreadingovou™
aktivitu a vytvai 1 mutaci na 10°-107 nukleotidd, coZ je cca jedna chyba na replikovany
genom. Ve srovnani s tim polymerazy s opravnou aktivitou vytvai jednu mutaci na 10°-10'°
nukleotidd (Choi, 2012). Kritérium pro zafazeni viru k pfisluSnému genotypu je alespoit 70%
nukleotidova identita v sekvenci VP1 genu (nebo vice nez 85% aminokyselinova identita v této

sekvenci) (Fields etal., 2013), viz obrazek 1.9.
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Obrazek 1.7 - Fylogeneticky strom celedi Picornaviridae.
V obrazku je vyznacen rod Enterovirus a jeho zastupci. Horizontdlni osa vyjadiuje procento
nukleotidové identity v oblasti P1 proteinového prekurzoru (Fields and Knipe, 1991)

Detekce enterovira

K detekci enteroviri je mozné vyuzit multiplexovou metodu, kterda detekuje i vice virovych
skupin najednou, problém u téchto metod je vSak se senztivitou, ktera by neméla oscilovat

hlavné u vzorkil s nizkou virovou ndlozi jako je krev nebo mozkomiSni mok (Bennett et al.,

29



2011). U vzorkd, jako jsou vzorky stolice, kde je koncentrace kopii genomi vysokd, je nizsi
senzitivita akceptovatelnd (Pham et al, 2010). Pham et al, 2010, vytvofii multiplexovou RT-
PCR proceduru pro soubéznou detekci Aichi viru, lidskych parechoviri, EV a lidského
bocaviru ze vzorkl stolic détskych pacientti s akutni gastroenteritidou. Autofi studie uvadi, Zze
multiplexovda ~ RT-PCR neméla  vyznamny vliv. na snizeni senzivity Vv porovnani

s monoplexovou RT-PCR.

e Senzitivni detekce enteroviru: molekuldirné diagnostické testy pro klinickou praxi
obvykle cili na vysoce konzervovanou 5'nepiekladanou oblast (5'UTR). Metoda
umoziuje detekci vétSiny zastupcl rodu Enterovirus, tyto testy vSak nerozlisi jednotlivé
genotypy, pouze ukaz, zda je vzorek EV-poztivni ¢i EV-negativni (Sawyer, 2002).
S'UTR lze vyuzit 1 pro rozd€leni enteroviri do dvou hlavnich genetickych klastri,
5"UTR skupina I jsou druhy A a B, 5"UTR skupina II jsou potom druhy D a C (obrazek
1.10). Vysoka konzervovanost této oblasti je pravdépodobné déna jeji dileztosti pii
virové replikaci a translaci (Thoelen et al, 2004). Pro dosaZeni vysoké senzitivity
detekce lidskych enteroviri (A-D) a parechovirii ze vzorkli mozkomiSntho moku
vytvofili Bennett et al, 2011, multiplexovou RT-PCR vredlném case. Primery
nasedaji na 5'UTR oblast a definyi 142 bp dlouhy produkt. Autofi prokdzali, ze
multiplexovd metoda popsand vjejich studii nesnizuje senztivitu detekce (Bennett et
al., 2011).

e Detekce s wurenim typu: pro rozliSeni mezi jednotlivymi typy stanovenymi
antigennimi metodami je vhodnd oblast genu kapsidového protemu VP1 (Oberste et al,
1999), coz je nejvice variabilni oblast enterovirového genomu (obrazek 1.10). Nix et
al, 2006, vytvotili set specifickych primer pro amplifikaci oblasti VP1 s ohledem na
to, aby primery obsahovaly co nejméné degenerovanych nukleoidd, které snizuji
senzitivitu reakce. Pravé snizenou senzitivitu vlivem pfili§ degenerovanych primert
zaznamenala studie Papadakis et al, 2014, jejichz primery specifické pro VP1
rozliSovaly Siroké spektrum EV ze vzorkii mozkomiSntho moku ((Papadakis et al.,
2014)). Nix et al, 2006, pouzli metodu seminested-PCR, pro reverzni transkripci byla
vywzta sada dvou parit primerti a pro amplifikaci cDNA pak pouzli jeden par primerd,
tim vznikl produkt o délce od 350 do 400 bp (v zavislosti na délce VP1 u riznych
typt)). Amplikony byly nasledné¢ sekvenovany a na zikladé sekvence VP1 byla
stanovena piisluSnost k danému typu (shoda nukleotidovych sekvenci VP1 by méla byt
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vramei typt alespoit 70%). Metoda prokédzala schopnost detekovat veskeré znamé
lidské EV typy (Nix et al, 2006). Detekce EV pomoci primeri pro oblast VP1 je také

WHO doporuenou metodou, pii laboratornich postupech sledovani enterovirovych

nakaz (World Health Organization (WHO).
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Obrazek 1.8 — Podobnost enterovirovych genomii.

SimPlot analyza ukazuje na ose x- pocet nuklotidii, na ose y- podobnost sekvenci. Ze SimPlot
(Ray, S. C. 1998) analyzy je patrné ze S'UTR rozd€luje enteroviry do dvou hlavnich genetickych
klastrii, SUTR skupina 1., kam patii druhy A, B a 5SUTR skupina II., kde najdeme druhy C, D
(Thoelen et al., 2004). RozliSeni jednotlivych EV-genotypli ukazuje kapsidovy VP1 protein (Nix
etal, 2006). CV-A — coxsackie virus A, CV-B — coxsackie virus B, EV - enterovirus.
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1.3.3 Bakteriofagy

Bakteriofagy, zkracen¢ fagy, byly poprvé popsany vroce 1915, jako infekéni agens
zpusobyjici lyzi bunck v bakteridlnich koloniich (Twort, 1915).

V souCasné dobé je detain¢ popsano pouze velmi malé mnozstvi konkrétnich fagl, takze
procento neprozkoumanych druhi fagli zatim zna¢né prevySuje druhy znamé (Mann, 2005).
Udavany pocet bakteriofigh na planetd se pohybuje v adech 10°! (shrnuto v Comeau et al,
2008). Zékladni metodou urcovani faghh bylo pozorovani v elektronovém mikroskopu.
Jedine¢na morfologie fagovych virionti je sice odliSnd od ostatnich virG, ale mnoho fagh, které
jsou si strukturné velmi podobné (viz obrazek 1.11) mohou mit ve skutecnosti odlisné genomy
(Ackermann, 2007).

dsDNA ssDNA
; . © Q Microviridae
Padovirdas Corticoviridae 'rmﬂmm“ P
Myoviridas - ooy
Slphoviridas
Lipothrixviridas
| 3
Rudiviridae
ssRNA
s ® O o
'Globuloviridas' Plasmavirldae Leviviridae
Q dsRNA
Guttaviridas 'Bleaudaviridae® Fuselloviridae Salterprovirus G —

Obrazek 1.9 - Struktura bakteriofagovych virioni v elektronové m mikroskopu.
Prevzato z (Ackermann, 2007).

Morfologie figa i dnes pomahd k zafazeni fagh do jednotlivych taxonomickych skupin, ale
s rozvojem sekvenacnich metod je to genetickd informace ve formé dsDNA, ssDNA ¢i RNA,
co se k charakterizaci vyuzivd, at’ uz je to sekvenace celych genomi nebo jen konkrétnich

genomovych oblasti (Adriaenssens and Brister, 2017).
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Infekce bakterii fagy mize probithat dvéma hlavnimi replikaénimi cykly, lytickym a
lysogennim cyklem. Lyticky cyklus je charakterizovan rychlou produkci virovych castic a
kon¢i celkovou lyzi hostitelské buiky, vysledkem lysogenntho cyklu je integrace virového
genomu do bakteridlntho chromozomu. Vznikne tak profadg, ktery zistane v bakteriich, dokud
nedostane impulz k zahdjeni produkce wvirion a start lytického cyklu. Behem lysogenniho
cyklu mize dojit ke zméndm hostitelského metabolismu v disledku genového pienosu mez
fagem a bakteri. Kromé Iytického a lysogenntho cyklu mohou fagy ustanovit chronickou
mfekei, kdy virus produkuje potomstvo, avSak nedochazi k lyzi bakteridlni buiky (shrnuto v
Weinbauer, 2004).

Se stale se ZlepSyjicimi technikami, roste mnoZstvi a dostupnost dat o genomu fagl, tim se
vnesla do klasifkace fada novych moznosti jak jednotlivé viry zafazovat. Vznikla nova
schémata, kterd ale ne vzdy odpovidala pravidlim stanovenym Mezndrodnim vyborem pro
taxonomii viri a podvyborem pro bakteridlni a archaealni viry (ICTV a BAVS), a také mnoho
nové sekvenovanych genomil zistalo nezafazeno (Rohwer and Edwards, 2002). Vyuziti
znalosti 0 genomu a proteomu dnes nejvice pomaha k pochopeni vztahii mez jednothivymi
zastupci fagh, které mezi sebou porovnadvame, avSak stidle je bakteriofigovd taxonomie
neuphna. Posledni klasifikace podle ICTV zaloZzena na sekvenci genomu a proteomu, piinesla

zatazeni fagh do 22 celedi 6 podceledi, 80 rodti a 873 druhti (Krupovic et al., 2016).

Hlavni pfekaZkou pii sekvenovani a typizaci je mozaikovitad struktura genomu. Mozaikovitost
fagovych genomll je zplsobena horizontdlnim pfenosem genll. Pienos genil se odehrava mezi
fagy, které mizeme zafadit do spole¢ného klastru, spiSe nez mezi dvéma odlisnymi klastry
fagh (Grose and Casjens, 2014). Grose and Casjens, 2014 ve své studii porovnavali bicikaté
fagy ifikyjici bakterialni celed” Enterobacteriaceae, a zatazovali je do klastri s vice jak 50%
sekventni identitou genomid. Zaroven srovnavali fagy infikujici Enterobacteriaceae s fagy
mfikujici jiné celed¢ bakterii a potvrdil, Ze pro stanovovani piibuzenskych vztahli mez
jednotlivymi fagy je nutné vyuzit nejen sekvenci nukleotidi a aminokyselin, ale také porovnat
celkové uspofddani genomu. Pokud se setkaji dva figy, mize dojit ke Ctyfem riznym
mechanismiim rekombinace: 1) rekombinace homolognich usekl, které se vyskytuji
v genomech obou fagl, 2) mistné-specifickd (site-specific) rekombinace, zndmd pouze v misté
att genu pro integraci, 3) rekombinace mist s konzervovanou funkci, které se vsak shoduyji jen
vnékolika malo oligonukleotidech, 4) rekombinace v mistech s nulovou sekvencni identitou

(Campbell, 1994). Mechanismus rekombinace mezi fagem a bakterii byva Casto popisovan u
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bakteriofiga A. Fag je schopny rekombinace i u hostiteli deficientnich v RecA (protein
potfebny pro rekombinaci), na zdkladé¢ tohoto zZiSt€ni byly popsany dva fagové geny
zodpovédné za rekombinaci, exo a bet (Zagursky and Hays, 1983).

Ackoliv jsou funkce mnoha genli zatim neznamé, je mozné orientovat se stejné jako u lidskych
virit podle funkce genti, které jsou pro figa nezbytné: fagy vzdy koduji geny pro replikaci ¢i
rekombinaci genomu a geny pro strukturu a sestaveni virionl. U fagh se setkavame s piipady,
kdy se funkéni uspofddani genli mez riznymi zastupci shoduje, ackoliv na béz nukleotidové
sekvence neni shoda patma (Pedulla et al, 2003). Usek pro sestaveni hlavy virionu obvykle
nese gen terminazové podjednotky, portdlniho proteinu, ,scaffold proteinu a hlavni kapsidové
podjednotky (Hatfull, 2008). To, Ze nejcastéji nalezenymi geny v nezndmé fagové populaci
jsou homology genii pro polymerazy, helikdzy, integrazy a vldkna bi¢ikd podporuji také studie
(Ly et al, 2014; Naidu et al, 2014). Obé skupiny zkoumaly virom v zubnim plaku a slinach
(viz obrazek 1.12) a velké procento kontigh sekvenovaného viromu bylo namapovano pravé na
tyto homology. Pro c¢lovéka jsou vyznamné bakteriofigové geny virulence, které mohou byt
pifedany horizontdlnim prenosem bakteriim, pomoci téchto genli bakterie produkuji toxiny,
které predstavuji vyznamné prvky jejich patogenity (Penadés et al, 2015). Davaji tak vznik
toxinim napiklad u Vibrio cholerae (cholera toxin - cholera), Clostridium botulinum
(neurotoxin - botulismus), Escherichia coli (shiga toxin - tUplavice), Streptococcus pyogenes
(toxm A - spala), shrnuto v (https//viralzone.expasy.org/3967?outline=all by species). Na

rozdil od vlivu na ¢lovéka je vyznam téchto genli pro bakteriofiga neznamy.
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Obrazek 1.10 - Graf vyjadiujici primérna procenta kontigi bakteriofaigovych homologi ze
sekvenovaného viromu zubniho plaku.

Fialové jsou homology genti virulence, Zluté jsou geny pro replikaci aintegraci, strukturdlni a
hypotetické geny jsou oranzové. (Naidu et al., 2014)

Nyni se vyznam bakteriofagh zkoumd hlavné v souvislostech s jejich Zivotnim prostfedim a
roste snaha o charakterizaci genli, urCujici virus-hostitelské interakce, které ovliviyji Zivotni
cyklus a wvirulenci svych hostitelskych bakterii. Neopomenutelnou strankou vyzkumu je také
vyuziti bakteriofagh pro klinické ucely a jako biotechnologické nastroje (Gravitz, 2012).
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Detekce bakteriofagi

Drive vywzivané metody pro detekci fagl, jako je sledovani lyze bakterialnich bun€k po infekci
bakteriofagem, odhali jen velmi malé procento bakteriofagh, které se ve strevé vyskytuji, a
nevypovi nic o jejich vyznamu a cCetnosti vyskytu (Twort, 1936). Metody, které se dnes dale
vyuzivaji ke zjisténi mnozstvi bakteriofaglh ve vzorcich, jsou elektronova mikroskopie, ktera
navic poskytne i informace o strukturnich vlastnostech fagl, také se vyuzivd znaCeni virovych
nukleovych kyselin pomoci fluorescenénich barev a jejich detekce pomoci fluorescencni

mikroskopie ¢i prutokové cytometrie (shrnuto v Muniesa and Jofre, 2014).

Pfi studiu bakteriofaigh ve stfeveé, se Casto pouzivaji metagenomické techniky, zaloZené na
sekvenaci fagovych nukleovych kyselin. Vyzkum fagovych populaci znesnadiuje jejich
obrovska rozmanitost a nepiitomnost shodné sekvence genu, na zdkladé které, by se dala
fagova diverzita jednoduSe studovat (shrnuto v Reyes et al, 2012). Kombinace metod
zahrujici  purifikaci virovych ¢astic, amplifikaci nukleovych kyseln pomoci nahodnych
primeri a NGS, piinasSi nejlepsi vysledky pii typizaci fagovych populaci ve stfevnim
mikrobiomu, protoZze charakterizuje celou mozaiku figového genomu, nestuduje se pouze
jediny gen (Ogilvie et al., 2013).
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1.4 Detekce viru u autoimunitnich chorob
1.4.1 Incidence autoimunitniho diabetu a celiakie

Podle Meznarodni federace diabetu (IDF) ma Evropa, ve srovnani s ostatnimi zahrnutymi
regiony (Stfedni vychod a severni Afiika, Severni Amerika a Karibik, Jizni a Stfedni Amerika,
Jihovychodni Asie, Zapadni Pacifik) nejvyssi pocet déti a dospivajicich (0-19 let)
s diagnostikovanym diabetem 1. typu, coZ je k roku 2017 celkem 286 000 piipadi a kazdym
rokem piibyde 28 200 novych piipadti (International Diabetes Federation) V Ceské republice
byl dle prizkumu zroku 2016 stanoven celkovy pocet pacienti s TID na zhruba 60 000
(www.uzis.cz). V Evropé jsou zemémi s nejvySSim poctem nové diagnostikovanych piipadi
Finsko, Svédsko a Sardinie (viz obrazek 1.13) (Atkinson et al, 2014). Vzhledem k nartstajici
incidenci se stale vice zkoumaji environmentdlni faktory, které by na vznk T1D mohly mit
stejny €1 veétSi vliv neZ genetické pozadi. Jsou jimi vyZziva kojencti (Knip et al, 2010), snizeny

vyskyt infekci (hygienicka hypotéza, Bach and Chatenoud, 2012), stfevni mikrobiom (Boerner

and Sarvetnick, 2011) a vneposledni fad¢ virové mfekce (Cinek et al, 2014; Stene et al,
2010).

]01-94
[ 95-186
3187314
Bl 315-431
Il 43.2-57-6
] No data

Obrazek 1.11 - Incidence diabetu 1. typu u déti ve véku 0-14 let.

Rozliseni incidence podle geografického vyskytu v roce 2011. Z obrazku je patrné, z Evropsych
zemi méa napifklad Finsko incidenci az 57 piipadd na 100 000 obyvatel za rok, Svédsko pak az 43
ptipadi na 100 000 obyvatel. Pievzato z (Atkinson et al., 2014).
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Celiakie je co do gziStovani novych piipadd komplikovanéjsi vzhledem k Castym
bezpiiznakovym formam (obrazek 1.14). Diagnostikované pifpady nejsou kompletnim
obrazem vyskytu nemoci a vétSina studii uvadi pouze celkovy pocet piipadl, nikoliv incidenci
(Gural et al, 2012). Studie Mustalahti et al, 2010, uvadi, Zz¢ hodnoty prevalence celiakie
v Evropé se pohybyji kolem 0,5-1% (Mustalahti et al., 2010).

Symptomaticka
celiakie Patrné zmény
stfevni sliznice

\mﬁ" il

oTicha”
celiakie

Latentni celiakie Zadné zmény
stiavni sliznice

Genetické predispozice: HLA-DQ2, DQ3
Pozitivni sérologie (TTG)

Obrazek 1.12 - Ledovcovy model znazoriujici variabilni projevy celiakie.

Spicku ledovce predstavuji diagnostikované pifpady, u kterych se projevily klinickymi piiznaky,
tvori tedy jen malé procento vSech pripadi celiakie, vétsi podil pifpadd (t€ch bezpiiznakovych)
obrazn¢ vystihuje zbytek ledovce pod hladinou.

Ptevzato z (https//emedicine. medscape.com)

1.4.2 Prekryv genetickéhorizika T1D a celiakie

Riziko vzniku autoimunitnich chorob je vice ¢i méné vazano na geny pro HLA (human
leukocyte antigen) (Gough and Simmonds, 2007). Je to genovy komplex, ktery se nachaz se
na kratkém raménku 6. chromozomu a zahrnuje vice nez 200 genovych lokustli, souvisejici
s imunitni funkci (prezentace antigenu) (Jan Skrha et al, 2009). Existuje piekryv mez
rizkovymi alelami pro T1D a celiakii, pfedstavyji ho hlavné alely se starym serologickym
oznacenim HLA-DQ2 a HLA-DQS8 (Cohn et al., 2014).

Témeét 55% pacientll s TID nese rizikovy haplotyp HLA-DQ2, zatimco HLA-DQS8 se nachézi
u 70% pacienth s TID (Cohn et al, 2014). U vice nez 98% pacientl trpici celiakii byly
nalezeny genetick¢é markery HLA-DQ2 nebo HLA-DQS8 (Cecilio and Bonatto, 2015). Zajimavé
také je, ze celiakie se u pacientll s diabetem 1. typu vyskytuje s prevalenci od 4 do 11 %,
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naproti tomu je prevalence celiakie v celkové populaci jen 0,5-1% (Larsson et al, 2008).
Kromé prekryvu genetického rizika pro vznik obou nemoci vidime piekryv vnéjSich rizikovych
faktori (Cohn et al, 2014). U TID, je podle studii populaci, rodin 1 zvifecich modelt HLA
genim pfisuzovano ~50% genetického rizika (Pociot and McDermott, 2002), témei 40% riziko
pro vmik celiakie, bylo podle studie sourozencli, pfisuzovano HLA genim (Petronzelli et al.,
1997). Podle n¢kolika dalsich studii jsou s celiakii spojeny také dalsi geny (L et al, 2002;
Trynka et al., 2011), jejich vyznam vSak neni tak velky.

143 ViryaTI1D

Diabetes 1. typu je vysledkem autommunitni reakce proti § bulkam pankreatu, zodpovédnych
za produkci msulinu. Virové infekce mohou na vznik diabetu plsobit dvéma hlavnimi
mechanismy — mechanismus ,jmolekularnich mimiker, coz je podobnost virovych antigent
s antigeny PB-bunék, infekce tak vyvold zkiiZzenou imunitni reakci a buiky imunitntho systému
zatnou likvidovat vlastni tkan (Lehuen et al, 2010) a ,bystander poskozeni, kdy vlivem
infekce vznikne prozanétlivé cytokinové prostredi, které vede k aktivaci slozek imunitniho
systému. 'V navaznosti na poskozeni pankreatickych bunék virovou infekci se do prostredi

uvolni autoantigeny, které zesili autoimunitni reakci (Horwitz et al, 1998).

Hlavnim kandidatem na virus zodpovédny za vznik T1D je enterovirus (Yeung et al, 2011).
Jeho vliv je studovan uz od roku 1969, kdy Gamble et al, 1969 nalezli vétSi mnozstvi
protilatek, hlavné proti Coxsackie B4, u pacientl s neddvnym nastupem diabetu v porovnani
s kontrolami 1 s pacienty s déle trvajicim diabetem (Gamble et al, 1969). Nasledovala je tada
védeckych skupin, které studovaly vztah mezi enterovirovou infekci a vznkem TID na
lidskych kohortach po celém svét€¢ (shrnuto v Jaidane et al, 2010). Studie na ldskych
kohortdich se IiSi pouzitou metodikou ¢i designem studii a ve svych vysledcich se zatim lisi:
napiklad finskd studie prokazala zvySené rizko propuknuti TID u  geneticky
predisponovanych déti, u kterych byla potvrzena piitomnost enterovirové RNA v krvi (Stene et
al., 2010), studie na vzorcich krve z norské kohorty geneticky predisponovanych déti vSak
nepotvrdila stejné zavéry, ale ukazala zvySenou frekvenci enterovirové RNA u vzorki, které

byly odebrany jako prvni po objeveni se autoprotilatek proti ostrivkim pankreatu (Cinek et al.,
2014).

Jen malo studii se vénuje identifikaci konkrétnich typi, ackoliv jejich vliv na vznik diabetu 1.
typu je rizny. Studie provedend na mySim modeln ukazuje indukci TID po infekci virem

39



Coxsackie B4 (CVB4) (Chatterjee et al, 1988). Ve srovnani s CVB4 bylo prokézino, ze CVB3
mize na rozvoj TID protektivni vliv (Tracy et al, 2002). Studie na lidskych kohortach
prokazala nizsi vyskyt protilatek proti CVB3 a CVB6 u déti s diabetem neZ u kontrol, coz také
naznacuje jejich protektivni charakter (Laitinen et al, 2014). Laitnen et al, 2014 jako rizikovy
faktor oznalili infekci CVBI, ktera ve studovanych vzorcich predchizela vzniku autoimunity.
Zvyseny vyskyt protilatek proti CVB1 zaznamenala 1 studie Oikarinen et al, 2014 (Oikarinen
et al., 2014).

1.4.4 Viry a celiakie

Celiakie je munopatologick¢é onemocnéni, kdy dochdzi k poskozovani bunék stfevni sliznice
nasledkem autoimunitni reakce proti gluitenu. Jeho slozka, gliadiny, jsou deamidovany
tkanovou transglutaminazou, C¢imz se dramaticky zvySuje jejich potencialni imunogenicita.
Nektefi jedinci vyvinou proti takovéto modifikované molekule bunécnou hypersenzitivitu — ta
je podstatou celiakie. Zanét a stfevni bakteridlni nebo virové mfekce mohou podnécovat
zvySeni stfevni propustnosti (Konig et al, 2016), kterd je u celiakie Casto pozorovana a mize
zvySovat vstiebavani molekul gladinu (Koning et al, 2005). Zviri jsou s celiakii spojovany
rotavirové infekce, které jsou velmi Casté v détskych kolektivech (Fields et al, 2013). Nedavna
studie poukazuje na vliv infekce kmeny Orthoreovirus, kterd vede ke snizeni oralni tolerance
na antigeny piichdzejici zpotravy a vznk Thl bunéné imunity proti nim (Bouziat et al,

2017).

Vliv adenovirové infekce na vznik celiakie je nejvice spojovan s typem 12 (HAdV12), zejmé
ztoho divodu, ze v roce 1984 skupina védctll, popsala sekvencni aminokyselinovou homologii
mezi A-gliadnem a 54 kDa proteinem Elb Casnych genli adenoviru 12 (Kagnoff et al., 1984).
Autofi také ukdzali, Zze protilitka in vitro vytvofend proti virovému proteinu Elb zkiizené
reaguje proti A-gladinu a nastiili tak mozny vliv adenovirové infekce na vznik celiakie
(Kagnoff et al, 1984). Vysledky této studie potvrdila i nasledujici studie Kagnoff et al., 1984,
ve kter¢ byla testovdna piitomnost neutralizacnich protilatek proti HAAV 12 u pacienti
s celiakii. Ve studii Ldhdeaho et al, 1993, autofi prokazali Zze pacienti s celiakii maji zvySené
mnozstvi protilatek IgG proti peptidu Elb oproti kontrolni skupin¢ (Ldhdeaho et al, 1993).
Zatimco, studie Howdle et al, 1989, neprokazala signifikantni zvySeni protilatek proti E1b u
pacient s celiakii (Howdle et al, 1989), vliv adenovirové infekce nepotvrdila ani studie
Mahon et al, 1991. Jelkoz se studie ve svych vysledcich 1i$i, nelze zatim s jistotou vztah viru
na vznik celiakie ani potvrdit ani vyvratit.
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1.4.5 Bakteriofagy ve stirevé

Strevni mikroflora hraje kliCovou roli v lidském organismu a jeji nerovnovaha miize souviset
s rozvojem autoimunitnich onemocnéni (Brown et al, 2011). Bakteriofagy, tedy viry infikujici
bakterie, se zkoumaji i vtomto kontextu. Metagenomické studie virth ukazuji, ze se v lidském
stievu ustanovuje prevazné lysogenni zivotni cyklus, na rozdil otevienych Zivotnich prostredi
(naptiklad oceédny), kde prevazuje spiSe Iyticky cyklus (Reyes et al, 2010). Nékteré studie
uvadi, Ze bakteriofdigy maji imunomodulacni u€mnek pfi munitni odpovédi ve stievé a takeé
ukazuji, Ze se zvySujicim se poctem fagh, které adheruji k mukoznimu povrchu, se snizuje
mnozstvi a patogenita bakteri, které stievo kolonizuji (Barr et al, 2013). Ve stfevnim viromu
prevazuji fagy Celedi Siphoviridae, nasledované celedi Podoviridae (Kim et al., 2011; Reyes et

al,, 2010).
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2. Material a metody

2.1 Navaznost praci

1) Navrh primerti pro typizaci adenovirli, enterovir, bakteriofaga.

2) Testovani primeri a podminek PCR reakce pomoci setu vzorkt s viry se znamym

typem.

3) Pouzti navrzené metodiky na vzorky subjekti prediabetickych kohort DIPP a MIDIA

a na kohort¢ africkych déti s diabetem a jejich kontrol.

2.2 Laboratorni pristroje, chemikalie a pomiicky

Piistroj Vyrobce Piistroj Vyrobce
7300 Real Time PCR Applied Biosystems;
Eppendorf; Germany system ng M
Pipety Thermo — Finnpipette; Finland ;rg;/il (sjnlummator TFX- Vilber Lourmat; France
. Fotoaparat OLYMPUS .
Thermo — M atrix; USA SP500uz Olympus; Japan
Vortex MS 1 Minishaker IKA Werke GmbH & Co; Robot Biomek 3000 Beckman Coulter; USA

Germany

Centrifuga MiniSpin plus

Eppendorf; Germany

Robot Biomek 4000

Beckman Coulter; USA

Centrifuga Universal 320R Hettich Zentrifugen; Germany 3130x1 Genetic Analyzer Sgihed Biosystems;
. . . AccuBlock Digital Dry Labnet International,
Centrifuga B4i Jouan; France Bath USA
- ®
Biohazardbox EF/S 6 Clean Air Techniek; Netherlands LightCycler" 480 Roche, Switzerland
Instrument I
Zdroj elektroforézy Power . ) 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies,
Pac P2S T Biometra; Germany Instrument USA
::;rgocycler Mastercycler Eppendorf; Germany MiSeqsequencer Ilumina, USA
Termocycler Labcycler Sensoquest GmbH; Germany
Pomiicky Vyrobce Pomiicky Vyrobce
Agencourt® S PRIPlate Beckman Coulter Genomics, | Hard-S hell® 384-Well Biorad. USA
96R ring magnetic plate USA PCR Plates ’
;’(l]zt(;el]l)leepwell 96 wells Eppendorf, Germany Adhesive PCR Plate Foils Termofisher, USA
S ealing foil, for 96-well LightCycler® 480 .
plates Eppendorf, Germany Multiwell Plates 384 Roche, Switzerland
Pipetovaci $picky s filtrem . .
(DNAase, RNAase, ATP Sarstedt; Germany i;:)gi:lstCycler® 480 Sealing Roche, Switzerland
free)
Mikrozkumavky 1,5 ml Eppendorf; Germany PCR desky, 96 jamkové Applied Biosystems; USA
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Chemikalie Vyrobce Chemikalie Vyrobce
HotStarTaqg DNA . e
Polymerase Kit Qiagen, Germany Sterilni (injek¢ni) voda Braun, Germany

GoTaq® DNA Polymerase

SuperS cript III Reverse

Kit Promega, USA Transcriptase Invitrogen, USA
. . Nextera XT Index Kitv2
RN?.‘S!n® Ribonuclease Promega, USA Set A (96 indexes, 384 Ilumina, USA
Inhibitors
samples)
dNTP (5 mM kaZdy) Qiagen, Germany Index Kit v2 Set B(96 Tlumina, USA

indexes, 384 samples)

Agencourt® AMPure®

Beckman Coulter Genomics,

KAPA HiFi HotS tart

KapaBiosystems by Roche,

PCR Purification System USA ReadyMix (2X) USA
Velikostni marker 2 - Log . Agilent High S ensitivity . .
DNA BioTech, Czech Rep. DNA Kit Agilent Technologies, USA
0,5x TBE (Tris-Borate- v o MiS eqReagent Kit v2 .
EDTA) pfipraveno v laboratofi 500cycle [lumina, USA
TM . .
SeaKem® LE Agarose Lonza, USA T i Biotium, USA

Stain 10 000x in water

40 % roztok sacharozy s

pfipraveno v laboratofi

75 % ethanol

pfipraveno v laboratofi

bromfenolovou modri

2.3 Navrh primeri k typizaci vSech typi adenoviri, enteroviri a

nejcastéjSich strevnich bakteriofagi

Obecny princip:

Ziskéani referencnich sekvenci zdatabdze Genbank NCBI. Pro nivrh adenovirovych
primerti bylo stazeno asi 200 referencnich sekvenci celych genomt, nebo jen genu pro
hexon, pro enteroviry pak cca 170 sekvenci genu VPI. Referencni sekvence
nejcastejSich stfevnich bakteriofagii byly pievzaty z metagenomickych studii stfevniho
viromu u déti zkohort MIDIA, DIPP a ze studie piipadii a kontrol z Afriky a Asie. Tyto
studie stfevniho viromu vyuzivajici metagenomicky piistup (sekvenovani nahodnych
fragmentll) se zatim piipravuji k publikaci, studie viromu lidskych virt u finskych déti

jiz byla publikovana (Kramna etal., 2015).

Primery byly navrzeny tak, aby byly co nejméné degenerované (nasedaji na co nejvice
konzervativni Cast) a aby sekvence mezi nimi byly dostate¢né variabilni k rozliSeni
vSech znamych genotypi. Obecné pozadavky na primery pro typizaci adenovird,

enterovirti i bakteriofaghi byly:

e piitomnost G/ C na zacatku primeru k zajiSténi silné vazby pii nasedani a

piitomnost A/ T na konci primeru
e pomér A a T versus C aG asi 50%

e teplota tani primeri mezi 60 — 65°C
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e aby délka PCR produktu nebyla vétsi nez cca 350 — 400 nukleotidti, limitovano
délkou cteni pouzitého sekvenatoru, MiSeq, [llumina

Na konec primeru byla nasyntetizovand 33 nukleotidd dlouhd sekvence nutnd k pfipojeni
indexu a adaptéru viz kapitola 2.5.2.

2.3.1 Primery a PCRKk typizaci adenoviru

Pro genotypizaci adenoviri byl navrhnut set specifickych primeri, které lezi na okrajich
hypervariabilni oblasti 7 (HVR7) hexonového genu (viz Obrazek ), konkrétné mezi 1175 a
1554 nukleotidem genu pro hexon, referencni sekvence AC 000017. Pro navrh primerd bylo
nejprve provedeno sefazeni homolognich Usekli referencnich sekvenci pod sebe ,alignment®
pomoci algoritmu ClustalW programu Geneious (Geneious verze 8.1,

http//www.geneious.com, Kearse et al, 2012) viz obrazek 2.1.

Protein jadra

Pentonova baze Hexon Vldkno

36 kbp I H H L :

Consensus - - - - S - S -

dontty oG . 3 SRR N ORI, S AR el

1.AC_0000... -.lll.I -_--mm-l--lﬂlll-lmﬂ-lﬂ-ll-m_llillll WITEEN O D (| -
0E - H - B - - - R | (R R D 0 R D D P N -

3 AY16375.. -l TR W R - - -0 O - 00 0 N O - OO | OO O U 0 00 0 0 O 00O | 1
4 KFD2943. . - 0 R N - - N -0 O 0 O N O O O O O O (10 000 00O O ) 1 O (00 0 |
5.AC_0000... - I I ] E— - ) S 00 - O ] S_ 0000000 0 00 - - _——
6. XTT487 [' - Ll Ll s L il —— et ———l———— i —— sttt L L L 11
ToGUTSTON 0000 00000 ) 0 O —— - — 0 N 41 014100 0 0 - O O S 0 0 1 N 1 POt O O 1
B KUME286.. S TR e R - 10 A1 D S | I 0N R 1] ) S|
G L19443 (NI T VS (SRR W - - 0 1 S O O 117011 010 S 1 | 11
10. X5178 L Ll s ] kel e —— i ——— i —— e e — e
11. DQ9231..  HE0E 000 - — - - 0 0| 0 ) 100 10 0100 1 5 -
12 MC 0717, RN R0 R W - I -0 N 0 O O 0 0 O 0 A | O 11
13, KCES77... mmmmalinim i nnms

14, AB3301.. 00000000 A N -1 OO O A 0 0O O 10 O O 00O 1
1§ I;.Jjﬁjﬂs AN (10000 O O NN N S -0 0 - -1 O 00 0O - 0 0 O VN 0 O 0 0 0 N 00 00 O -

Obrazek 2.1 — Zarovnani a sefazeni (,,alignment“) sekvenci HAdV v oblasti v ¢asti genu pro
hexon.

Znazornéni polohy primert (zelené trojiheniky spojené linkou), které lezi v konzervovanych
oblastech po okrajich hypervariabilni oblasti 7 (je zobrazena mezi primery jako Cervena oblast
identity konsenzu). Obrazek byl vygenerovan programem Geneious, (Geneious verze 8.1,
http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012).
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v 7

BIliZsi specifikace adenovirovych primeri:
e primery byly dlouhé¢ cca 27 nukleotida
e maximalni povoleny pocet nejednoznaénych bazi (,ambiquities”) byl 4
e maximalni pocet baz, kde se primer odliSuje od referencni sekvence (,,mismatch*) byl

1 abyla snaha jej umistit spiSe na zaCatek, nez na konec primeru

Celkovy pocet ,,forward“ primeri: 10 (o délce 30 nt)
Celkovy pocet ,reverse“ primeri: 6 (o délce 29 nt)

Vysledny produkt v ,alignmentu“: 409 nukleotidii (vysledné produkty jednotlivych typil
maji rizné¢ délky v zavislosti na pfitomnosti inserci a deleci), coz je vhodnd délka pro

sekvenovani.
Konkrétni sekvence primerti jsou soucasti piipravované publikace, proto zde uvedeny nejsou.
Pfed samotnou PCR bylo potfeba vytvoiit smési primerii reverse a forward.

Postup pripravy PCR produktu vhodného k nasledné typizaci adenovirového genotypu:

Rozpis reakcni smési pro PCR

Komponenta, koncentrace, vyrobce pl na 1 vzorek | Finalni koncentrace ve smési
Sterilni voda, Braun, Germany 9,44

Pufr 10x (obs. MgCl, 15 mM), Qiagen, Germany 1,5

MgCl, 25 mM), Qiagen, Germany 0,6 2,5 mM celkem
dNTP (5 mM kazdy), Qiagen, Germany 0,6 200 uM kazdy
Smés forward primeri, celkem 40 pM 0,38 1 uM
Smés reverse primeru, celkem 40 pM 0,38 1 uM
HotStar Taq polymeriaza (5 U/pl), Qiagen, Germany 0,1 0,5U/15 ul
DNA templat 2

CELKOVY OBJEM 15

Do 1,5 ml zkumavky byla pfipravena reakcni smés podle protokolu.

Smés byla promichdna pomoci vortexu, kratce centrifigovana (Centrifiga MmniSpin plus
Eppendorf, Germany) a nasledn€¢ rozplnéna po 13l do jednotlivych jamek PCR desky. Ke
smési byla pridana templatovda DNA po 2ul a smés byla promichana pipetovanim. Poté byla
deska uzaviena folii a kratce centrifugovana (Centrifuga B4i, Jouan; France).
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Po umisténi do termocykleru, byl spustén pfislusny program a do dalsStho zpracovani byly

hotové reakce uchovany v lednici.

Program pro PCR
teplota cas
Denaturace 95 °C 15:00
94 °C 0:15
Cykly 45x 55 °C 1:00
68 °C 1:00
Finalni syntéza 68 °C 5:00
Uchovavani v 10 °C w
cycleru

Kontrola produktu pomoci elektroforézy:

Produkty PCR reakce byly vizualizovany na gelové elektroforéze.

e Byl pfipraven gel zhorké 2% agarézy v0,5 x TBE pufru a pfislusSného mnoZzstvi
detekéniho barviva (3 pl GelRed™ na 180 ml agardzy). Po naliti do formy a piidani
hiebend, pro vytvofeni jamek, gel tuhne pii pokojové teplote.

e V mikrotitracni desticce byl PCR produkt smichan s nanaSecim barvivem (10 pl
barviva a 2 p produktu). Takto pfipravend smés byla nanesena multikandlovou
pipetou do jamek agar6zového gelu v elektroforézové van€. Jako posledni v tadé

byl piidan velikostni marker (,zebiicek*).

o Elektroforéza probthala 35 minut pii 6,75 V/em. Poté byl gel umistén na

transiluminator, pozorovan pii UV zifeni a nasledné fotografovan.
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Obrazek 2.2 — Kontrolni gel - adenovirus, HVR 7 genu pro hexon.

Vytez elektroforézového gelu ukazuje délku produktd amplifikace. Nejsiln€ji svitici pruhy
predstavuji HVR7 hexonového genu. V poslednim sloupci je umistén délkovy marker (100 bp).
Gelova elektroforéza byla také pouzita pro urceni nasledného poméru AMPure®: vzorek pro
prec¢isténi PCR reakce, aby byly odmyty také dimery primerti, které maji délku okolo 100 part
bazi. V disledku pifitomnosti dimerti byl stanoven pomér AMPure® 0,7objem vzorku, viz dalsi
kapitola.

PiediSténi produkti PCR reakce:

Principem pfeCiSténi je navazani PCR produkti na magnetické CcCastice obalené oxidem
kifemi¢itym a odmyti ostatnich komponent PCR reakce 70 % ethanolem. Zvoleny pomér
vzorek: magnetické Gastice (AMPure®) ovlivni, jak dlouhé fragmenty se odmyji (viz obrazky
2.2 a 2.3). Vzhledem k velkému poctu vzorka bylo pfeciStovani provedeno na robotu Biomek
4000 (Beckman Coulter; USA), reakce béz pIné automatizované. Piiprava procedury byla

provedena podle ndvodu stanoveného vyrobcem.
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Délka produktu nadeho
| zajmu

Obrazek 2.3 - Kontrolni gel po preciSténi.
Obrazek ukazuje produkt amplifikace HVR 7 genu hexonu (HAdV) po pieciSténi, kdy bylo mnozstvi
AMPure” stanoveno na 0,7 objem vzorku. V poslednim sloupci je velikostni marker.
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2.3.2 Primery a PCRK typizaci enteroviru

Prvnim krokem piipravy PCR produkti enteroviru uréenych k typizaci je piepis virové RNA
do cDNA. Pro reverzni transkripci a naslednou PCR amplifikaci cDNA byly zvoleny primery
publikované ve studi (Nix et al, 2006) s naslednymi modifikacemi provedenymi Laboratofi
molekularni genetiky, 2. LF UK. PCR probiha dvoukolové, kdy je na prvni kolo pouzta
dvojice degenerovanych primert (vysledny produkt je dlouhy pies ~500bp), ve druhém kole je
pouzita smes forward a reverse primerd a vysledny produkt je dlouhy ~300bp. Adaptéry nutné

pro dalsi kroky sekvenovani nové generace jsou soucdsti primert ur¢enych ke druhému kolu
PCR.

Primery pro druhé kolo byly také zvoleny podle ¢lanku (Nix et al, 2006) a modifikovany.
Konkrétni sekvence primerti pro 2. kolo PCR jsou soucasti ptipravované publikace, proto zde
uvedeny nejsou.

Reverzni transkripce:

Rozpis reakcéni smési pro reverzni transkripci

Komponenta, koncentrace, vyrobce ul na 1 vzorek Findlni ksor:llgseintrace ve
Denaturovana smés primeri- Nix-RT (4 x 1 pM) 1 1 pM kazdy
5 x First-strand buffer, Invitrogen, USA 2 Ix

0,1 M DTT, Invitrogen, USA 0,5 0,005 M
dNTP (5 mM kazdy), Qiagen, Germany 0,5 200 uM kazdy
SuperScrlpt III Reverse Transcriptase III (200 U/ul), 05 100 U/t
Invitrogen, USA

RNAsin RNA inhibitor (40 U/ul), Promega, USA 0,5 20 Urr.
RNA templat 5

CELKOVY OBJEM 10

Nejprve byla pfipravena denaturovand smés primert: do 1,5 ml zkumavky bylo piidano
piislusné mnozstvi smesi primerti a inkubovano pii 65°C po dobu 5 minut, poté uchovavano na
ledu. K primerim byly postupné piidany zbylé sloZky reakéni smeési podle protokolu, kromé
RNA.

RNA byla samostatn¢ napipetovana (5 pl) do sterini PCR desky, uzaviena foli, kratce
centrifigovana a umisténa co termocykléru (65°C, 5 minut), poté prudce zchlazena ve smési

ledu s vodou.

Stale na ledu byla ke vzorkiim piiddna reakéni smés (5 pl). Poté byla uzaviend deska pienesena

do termocykléru a spustén piisluSny program.
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Program pro reverzni transkripci

teplota cas
Nasednuti primeru 22°C 15:00
Reverzni transkripce 50°C 45:00
Inaktivace reverzni tr. 70°C 15:00
Skladovani 10°C o0

Dale byla cDNA uchovavana v -20°C nebo ihned zpracovana jako templat.

PCR amplifikace, 1. kolo:

Rozpis reakcni smési pro 1. kolo PCR

Komponenta, koncentrace, vyrobce

ul na 1 vzorek

Finalni koncentrace ve smési

Sterilni voda, Braun, Germany 15,25

Pufr 10x (obs. MgCl; 15 mM), Qiagen, Germany 2,5 Ix
MgCl, 25 mM), Qiagen, Germany 1,0 2,5 mM celkem
dNTP (5 mM kazdy), Qiagen, Germany 1,0 200 pM kazdy
Primer 224 (20 uM) 1,25 oy
Primer 222 (20 pM) 1,25

HotStar polymeraza (5 U/nl), Qiagen, Germany 2,5 1,25 U/r.
cDNA templat 2,5

CELKOVY OBJEM 25

Do 1,5 ml zkumavky byla pfipravena reakéni smés podle protokolu. Smés byla promichina

pomoci vortexu, kratce centrifigovana a nasledné rozpnéna po 22,5 ul do jednotlivych jamek

PCR desky. Ke smési bylo pfiddno 2,5 pl templatové DNA (tato DNA byla uz diive izolovana

ze vzorku stolic a poté uchovana v -20 °C). Poté byla deska uzaviena foli a kratce

centrifugovana. Po umisténi do termocykleru byl spustén ptisluSny program.

Program pro 1. kolo PCR

teplota ¢as
Denaturace 95°C 15:00

94°C 0:30
Cykly 40x 42°C 0:30

60°C 1:00
Finalni syntéza 60°C 2:00
Skladovani 15°C o0
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PCR amplifikace, 2. kolo:

Rozpis reakcni smési pro 2. kolo PCR

Komponenta, koncentrace, vyrobce pl na 1 vzorek | Findlni koncentrace ve smési
Sterilni voda, Braun, Germany 6,3

Pufr 5x (Green GoTaq), Promega, USA 3,0 Ix
MgCl, 25 mM), Qiagen, Germany 1,5 2,5 mM celkem
dNTP (5 mM kazdy), Qiagen, Germany 0,6 200 pM kazdy
Primery E2F: smés forward primera (20 pM) 0,75 oy
Primery E2R: smés reverse primeri (20 pM) 0,75

GoTaq G2 HotStar polymeraza (5 U/pl), Promega, USA 0,1 05U/r.
Fedény produkt 1.kola (1:4) 2,0

CELKOVY OBJEM 15

Do 1,5 ml zkumavky byla pfipravena reakéni smés podle protokolu. Smés byla promichina
pomoci vortexu, kratce centrifuigovana a nasledn¢ rozplhéna po 13 pl do jednotlivych jamek
PCR desky. Ke smési byly pfidany 2 pl produktu zprvniho kola PCR (tento produkt byl
piedem nafedén mjekéni vodou vpoméru 14). Poté byla deska uzaviena foli a kratce

centrifugovana.

Po umisténi do termocykleru byl spustén piisluSny program.

Program pro 2. kolo PCR
teplota cas
Denaturace 95°C 2:00
95°C 0:15
Cykly 35 x 55°C 1:00
72°C 0:45
Finalni syntéza 72°C 5:00
Skladovani 10°C 0

Elektroforéza:

Kontrolu produkti na elektroforetickém gelu jsme provadéli po 1. kole PCR a 2. kole PCR.
Precisténi vzorkiih po PCR jsme provedli pouze po 2. kole PCR. Laboratorni tkony pro

elektroforézu byly stejné jako v predchoz kapitole pro adenovirus.
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| Délka produktunaseho
zajmu

Obrazek 2.4 — Elektroforeticky gel po prvnim kole PCR (EV, oblast genu pro VP1).
Amplifikované produkty byvaji po prvnim kole PCR pouze slabé pozitivni, jak je vidét i z obrazku.
Diky druhému kolu PCR dojde k zesileni signalu amplifikaci cilovych produkti. Mohlo se stat, Zze
nékteré vzorky byly po prvnim kole PCR na gelu negativni, po druhém kole PCR uz byl na gelu patrny
pruh o pozadované délce.

— Tan e Py -

| Délka produktunaseho
zajmu ¥
L - . - 100 bp délkovymarker

e
oy D R T gy e W

i Mespecificke produkty

Obrazek 2.5 — Elektroforeticky gel po druhé m kole PCR (EV, oblast genu pro VP1).

Z obrazku je nyni patrné, ze po prob&éhnuti druhého kola PCR se signal produktli znaéné zesilil,
oproti slabému signalu po prvnim kole PCR. Doslo vsSak také k zesileni signalu nespecifickych
produktt, ty jsou vSak v dalsim kroce odmymty pomoci AMPure®. Zobrazeni délky produktl na
gelu umozni zvoleni spravného poméru AMPure® — vzorek.
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Po druhém kole PCR byly vzorky pie¢istény pomoci robotu Biomek 4000, mnozstvi AMPure®
bylo stanoveno na 0,7 objem PCR produktu. Produkty byly pfedtim také dophhény sterini
vodou na objem 30 pl
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2.3.3 Primery a PCRKk typizaci vybranych bakteriofagi

Referenéni sekvence bakteriofagh byly vybrany na zakladé vysledkli z metagenomického
sekvenovani viromu, viz kapitola 2.3 (,,obecny princip®) a rozd€leny do skupin podle jejich
zatfazeni do rodu. Nésledné byly zobrazeny anotace vSech genti v bakteriofigovych genomech
a na zaklad¢ nich vytvoteny dalsi podskupiny fagh s piiblizné stejnou stavbou genomu. Ptiklad
takovéhoto rozdéleni je uveden na obrazku 2.6. Z piisluSnych podskupin fagovych genomi byl
proveden ,alignment® pomoci ClustalW immplementovaného v programu Geneious (Geneious
verze 8.1, http//www.geneious.com, Kearse et al., 2012), ktery zobrazil shodné a variabilni
oblasti bakteriofagovych genomu.
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Obrazek 2.6 A - Podskupina Lambda fagu.

Pomoci srovnani shodnych usekl sekvenci pod sebe (,alignmentu®) bylo mozné identifikovat oblast
s nejveétsi shodou (zobrazend zelen€ v konsensu) vhodnou k pouZiti pro primery.

Obrazek 2.6 B - Cast zarovnani sekvenci (,,alignmentu®) fagi infikujicich laktokoky s velmi
podobnou organizaci genomu. Konsensus vyznacuje mista s veétsi shodou (khaki zelend) a mista
naprosto neshodna (Servend). Sipkou je na obrazku vyznageno misto, kde ackoli ma gen stejnou funkci
u vSech bakteriofagli, podobnost na urovni nukleotidi mezi nimi je nizka.

Primery byly nawvrzeny tak, aby nasedaly na oblasti shodné¢ pro co nejvice fagh v pfislusné
podskupiné a aby piekryvaly oblasti, které jsou schopné tyto figy mez sebou rozliSit. To se
vSak ukdzalo byt problematické, protoze bakteriofagy byly v jednotlivych genech budto témér
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shodné, nebo v celé sekvenci genu rozdilné, viz obrazek 2.6 A, B. Konkrétni sekvence primerii

jsou soucasti ptipravované publikace, proto zde uvedeny nejsou.

Specifikace bakteriofagovych primeri v panelu:

Tabulka 2.1 — Primery pro typizaci bakteriofagu.
Tabulka uvadi nazvy primeri (piipadné smési primeril), geny pro které byl primer navrzen a jaké

refence primery detekuji (Ci smési primert, které byly spole¢né v reakéni smési, jsou ohraniCeny tucné).

nazev primeru

detekovany gen

referencni sekvence

Ph_TLacto_mcp

hlavni kapsidovy protein

Ph_Lacto_It1

velka termindzova podjednotka

Ph_Lacto_It2

velka termindzova podjednotka

KP793135.1, KP793119.1, KP793121.1,
KP793112.1, KP793116.1, KP793114.1,
KP793103.1, KP793111.1, KP793105.1,
KP793123.1, KP793110.1, KP793124.1,
KP793108.1, KP793109.1, KP793107.1,
KP793131.1, KP793113.1, KP793118.1,
KP793129.1, KP793122.1, KP793133.1,
KP793128.1, KP793132.1, KP793134.1,
KC182544.1, NC _021860.1,

Ph_Lacto_tmp

Lape measure” protein

NC_021854.1,
NC_021855.1,
NC_001706.1,
NC_031002.1,
NC_008370.1,
NC_001909.1,

NC_021852.1,
NC_001629.1,
NC_031009.1,
KX373692.1,

NC_011046.1,
NC_013155.1,

NC_013152.1, FJ848884.1, NC_008363.1,
GQ979703.1, KF676640.1, NC 028900.1

Ph_Lambda 1

vlakno biciku

Ph_Lambda 2

vlakno biciku

Ph Lambda 3

vlakno biciku

Ph_Lambda 4

vlakno bi¢iku

Ph_Lambda_5

vlakno biciku

NC_019708.1, NC_019709.1,
NC_019705.1, NC_019721.1,
NC_016160.1, NC_002166.1,
NC_002167.1, NC_019716.1,
NC_019711.1, NC_009514.1,
EU078592.1, KT232076.1, NC_001416.1,
KU238068.1, NC _011357.1,
NC_004813.1, NC_019717.1,
NC_019704.1, NC_021190.1,
NC _019720.1, NC 016158.1

Ph_KI

velka termindzova podjednotka

NC_027993.1, NC_027994.1,
GU196279.1, GU196280.1, GU196281.1

Ph P22 1

piidatny protein biciku

Ph P22 2

DNA stabiliza¢ni protein

Ph P22 3

gen pro rekombinaci

NC_011976.1, NC_018275.1,
NC_005344.1, CP000711.1, KR296687.1,
NC_005841.1, NC_011802.1,

NC 014900.1

Ph_Eps_podol

adenin metylaza

Ph_Eps_podo2

adenin metylaza

NC _019445.1, NC 019442.1,

Ph_O157typing

protein spojujicic kapsidu s
bi¢ikem

KP869108.1

NC_011356.1, FM180578.1, KP682380.1,

Ph_Ph933W exonukleaza KP682381.1, KP682392.1, NC_004913.3,
AP004402.1

Ph_Pl_1 trans glykosildza FO818745.1, AF234173.1, NC_005856.1,

Ph PI1 2 Sit“ protein AF503408.1, NC_031129.1

Ph_Phifel RecT protein GQA478082.1, GQA478083.1, NC 013643.1,

GQ478085.1, NC 013648.1, GQ478087.1
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Ph_TLacobac protein biciku NC _028830.1

Ph WW _1 protein F NC _026582.1, NC 026612.1,
Ph WW 2 protein F NC_026613.1

Ph WW protein F

Ph_EnterophiX174 | hlavni kapsidovy protein HM753718.1

Ph_Ecocc F3 vlakno biciku NC 017732.1, NC _013644.1
Ph_Bifido hlavni kapsidovy protein GQ141189.1

Postup pripravy PCR produktu:

Rozpis reakcni smesi pro PCR

Komponenta, koncentrace, vyrobce ul na 1 vzorek :::;sl:“ koncentrace ve
Sterilni voda, Braun, Germany 6,9

Pufr Sx (Green GoTaq), Promega, USA 3,0 Ix

MgCl,(25 mM), Qiagen, Germany 1,5 2,5 mM celkem

dNTP (5 mM kazdy), Qiagen, Germany 0,6 200 pM kazdy

*primer forward/smés forward primeru (20puM): 0,45 0,6 uM

*primer reverse/smés reverse primeru (20uM) 0,45 0,6 uM

gg()Amega G2 HotStart polymeraza SU/ul, Promega, 0.1 0,5 U /15 ul r.lx

Templ at 2,0

CELKOVY OBJEM 15,0

* Pro kazdy primer nebo smés primerit detekujici konkrétni figovou podskupinu byla
vytvorena reakéni smés zvlast. Na zikladé poctu primerd (nebo smési primerd detekujicich
stejnou fagovou podskupmnu) bylo vytvoieno 14 reak¢nich smesi, které byly pouzity na
vybrané vzorky.

Do 1,5 ml zkumavky byla pfipravena reakéni smés podle protokolu. Smés byla promichana
pomoci vortexu, kratce centrifugovana a nasledné¢ rozpihéna po 13 pl do jednotlivych jamek
PCR desky. Ke smési byly pfidany 2 ul templatu. Poté byla deska uzaviena foli a kratce

centrifugovana. Po umisténi do termocykleru byl spustén pfisluSny program.

Program pro PCR
teplota cas
Denatur ace 95°C 2:00
95°C 0:15
Cykly 35 x 55°C 1:00
72°C 0:45
Findlni syntéza 72°C 5:00
Skladovani 10°C 00
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Elektroforéza a preciSténi produktii PCR reakce:

Kazdda PCR reakce na vybranou skupinu bakteriofagh byla kontrolovana na gelové
elektroforéze. Nasledné byly vSechny PCR reakce od stejného pacienta smichdny dohromady
ve stejném poméru a takto byly pouzity pro dalsi postup pifpravy knihovny k NGS.

Piipravu PCR produktli bakteriofagii provadél student 2. LF UK, proto zde obrazky gelové

elektroforézy neuvadim.

Pro precisténi byl AMPure® pfidavan v mnozstvi 0,7 objem vzorku.
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2.4 Testovani specificity navrzenych primeri a PCR

Specificita navrzenych primerti byla otestovana pomoci setu vzorkll se znAmym typem.

e Pro testovani specificity primerd k riznym adenovirovym typim jsme obdrzeli 47
vzorki z laboratofe Prof. E. Claase (Department of Medical Microbiology LUMC,
Leiden). Vzorky byly typizovany 1 sérologicky. Piislusné typy vcetné jejich
namcfenych kvantit ve vzorku jsou detain¢ vypsany v tabulce 3.1 vkapitole -
Vysledky. Ke kvantifikaci adenovirové naloZze byla pouzta sensitivni PCR reakce
detekyjici konzervativni ¢ast adenovirového hexonu (Claas et al, 2005), s kalibracni

kiivkou se standardy o znamé kvantité.

e Pro testovani specificity primerd k riznym enterovirovym typim jsme vyuzili sbirky
Prof. S. Jeanssona (Oslo, Norsko). Z divodu vysokych a rozdilnych kvantit byla jejich
kvantta ~méfena pomoci sensitivni PCR  detekujici  netranslatovanou  oblast
enteroviroveho genomu podle publikované PCR se standardy o zndmé kvantité
(Honkanen et al., 2013) Vzorky byly dale nafedény na kvantitu 500000 kopi/ ul RNA.
Vzorky jsou popsané v kapitole - Vysledky (tabulka 3.3).

Krom¢ testovani specificity navrzenych primerd, byly vytvofeny také smésné vzorky s vice nez
jednim typem piitomnym ve vzorku (v rizném poméru). Smeési byly navrzeny tak, aby bylo
patrné, ze pomoci navrzené metodiky zle detekovat i dva genotypy s nestejnou kvantitou ve

vzorku a také rizn¢ fylogeneticky piibuzné genotypy.

Smésnych vzorkli pro adenovirus bylo celkové piipraveno 41, vzorky zahrnovaly 6 typt

v riznych pomérech (tabulkka 3.2)

Enterovirové smési byly pfipraveny z 6 dvojic typt, ve 3 pomeérech fedéni. Detaini piehled
testovanych vzorkl je popsan ve vysledcich (tabulka 3.4)
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2.4.1 Specifikacesubjektiia vzorku, jejichZ virové genomy byly typizovany

pomoci navrZzené metodiky

Déti byly do kohort DIPP a MIDIA zatazeny na zdklad€ genetického screeningu.

Tabulka 2.2 — Charakterizace vzorki vybranych pro tuto praci.
Tabulka zobrazuje, z jakych kohort vzorky pochazely, jak Castoa v jakém véku byly vzorky sbirany,
kolik vzorki bylo vybrano pro nasi praci a jaké viry jsme v danych vzorcich typizovali.
* Vzorky byly vybirany z adenovirus/ enterovirus pozitivnich vzorkd, po predchozi kvantifikaci pomoci
PCR vrealném case.

Celkovy Pocet
Zl’(ratka: cely Zemé Casvove 1nterv§1ly Vek déti pocet ] vybrar:ych Co.bqu
nazev odbéru vzorkii vzorki vzorki typizovano
*
MIDIA: iziltvli‘;fgﬁ Ve
legll)lje‘iggstake; lt11 vzorek stolice: 0d 0 do 2673 na adenovirus X}z]:rr:lrclicl? 1
SIS TYPE © | Norsko e 36 vzorkil 229 vzorkii [oen oY
(environmentalni 1 x m&sicné « e . e typizovan
% s mesict stolic pozitivnich .
spoustéce diabetu na adenovirus a
1. typu) enterovirus enterovirus.
. Ve
vybrané vybranych
DIPP: Diabetes . subjekty | 40 Vzo’rku’ 40 vzorrku' vzorcich byly
. . vzorek stolice: nebyly s nezndmym | s neznamym .
Prediction and Finsko i - 7, detekovany a
P » kazdé 3 mésice star§i obsahem obsahem tVDizOVA
fevention vice nez | bakteriofagl | bakteriofagl yprovany
| rok vybrané
bakteriofagy.
Subjekty ze
studie pfipadi a
kontrol z Afriky a Ve
ASle’Jej,l(fh data Nigérie 1 vzorek odebran 178 vzorkid 178 vzorka Vybra’n ych
byly sbirany za , , . . vzorcich byly
\cel tudi Jordansko 3-14 dnipo od3do s nezndmym | s neznamym detekov
lslrc)(e)lflrrr)erc? €Ve | Sudan diagnostikovaném | 19 let obsahem obsahem t;p?mojéa;;a
s Laboratofi Azerbajdzan | T1D bakteriofagii | bakteriofagl vybrans
molekularni bakteriofagy.
genetiky, 2 LF
UK
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Adenovirus Enterovirus Bakteriofagy

PCR s primery Reverznitranskripce s PCR s primery
pool-F, pool-R primery v mixu pool-F, pool-R
Prvni kolo PCR
Kontrola na gelu
Kontrola na gelu Kontrola na gelu g
Preisténi Redéni produktu Predisténi
Ampure 1. kola (1:4) Ampure
T
Druhé koloPCR s
primery E2F-pool, E2R-
pool
Pielisténi Ampure

PCR pro pripojeni

index
Kontrola Kvantifikace
Sangerovym Ekvalizace
sekvenovanim Sekvenace na Miseq

Obrazek 2.7 - Schéma postupu prace pro amplifikaci a naslednou sekvenaci vybranych viri.
Obrazek struén¢ shrnuje hlavni kroky potfebné pro GspéSnou genotypizaci vird pomoci metodiky
prezentované v této praci.

2.5 Priprava vzorki k NGS

Ze vzorkl stolic byla pfipravena suspenze, ze které byla izolovana celkovdi RNA a DNA.
Obsah enterovirové a adenovirové naloze byl ziSttn pomoci PCR vredlném cCase
s kvantitativni kiivkou (Claas et al, 2005). Izolace nukleovych kyselin a jejich kvantifikace
pomoci PCR nebyla ndpni mé prace, proto zde nebude uveden piesny postup. Pro identifikaci
genotypu virih pomoci navrzené metodiky byly vybrdny jen vzorky poztivni na
adenovirus/enterovirus po PCR vredlném case (vzorky pro genotypizaci bakteriofigh nebyly
vybrany na zaklad¢ kvantifikace). Vybrané vzorky blize specifikyje tabulka 2.2, sloupec
“vybrané vzorky”. Nasledn¢ byly provedeny PCR reakce popsané v kapitolach 2.3.1 —2.3.3.

Nize popsana procedura byla shodnd pro vSechny produkty PCR amplifikace a zahrnovala
nasledyjici kroky:
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2.5.1 Opatieni amplikonii indexy

Kazdy vzorek byl opatien jedine¢nou kombinaci dvou indexdi. Napojeni indexi na amplikony a

struéné predstaveni celé procedury piipravy knihovny ukazuje obrazek 2.8.

Adaptérl . N
Specificky primer pro oblast zajmu
Specificky primer pro oblast zdjmu .
\\ Adaptér1
W )
L | -
— — '
Pfipojeniindexiia Illumina sekvenacnich
Adaptér2 \ adaptéri pomoci Nextera® XT Index Kitu
Indax 2
= Indax1
\ Adapter 2

Normalizace a sdruZeni (,pool”) knihovny

Sekvenace

Obrazek 2.8 — Postup pripravy vzorkiu pro NGS.

V prvnim kroku je popsana PCR se specifickymi primery (v naSem ptipadé primery pro genotypizaci
adenovirt/ enterovirt/ vybranych bakteriofagl), které jsou na konci opateny sekvenci adaptéru
(Adaptér 1).

Ve druhé kroku jsou na sekvence adaptéru 1 pfipojeny indexy (Index 1/ 2), rizné z obou stran naseho
produktu (produkt je identifikovan prave unikatni kombinaci indextl). K indexim je pripojen adaptér 2
slouzici k pozdéjsimu prichyceni na sekvenacni desticce (,,flowcell”).

Na konci probéhne normalizace koncentrace vSech produktii a jejich smichani dohromady (,,pool®),
poté je knihovna denaturovana a sekvenovana (pfevzato a pfepracovano z
https://support.illumina.com/documents/documentation/chemistry documentation/16s/16s-
metagenomic-library-prep-guide-15044223-b.pdf).

Postup:

Piipravili jsme reak¢ni smés podle nasledyjiciho rozpisu.

Reakcni smés pro pripojeni indexii k produktiim

, plnal Finalni koncentrace ve
Komponenta, koncentrace, vyrobce vzorek smési
sterilni voda, Braun, Germany 1,5
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KAPA HiFi HotStart ReadyMix (2X), Kapa Biosystems by 75 Ix
Roche, USA ’

Index i7 (Nextera® XT Index Kit), [llumina, USA 15

Index i5 (Nextera® XT Index Kit), [llumina, USA 1,5

Piecistény amplifikovany produkt 3,0 20%
CELKOVY OBJEM 15

Reakéni smés byla pipetovana do PCR desky po 9 ul Ke smesi byl ptidan produkt (3 pl)
ureny pro piipojeni indexi a dale unikéatni kombmace mdexd (1,5 pl kazdého indexu) pro
kazdy vzorek. Indexy slouzi k identifikaci vzorku pii sekvenovani. Piiklad pro pipetovani

indexdl je naznacen na obrazku 2.9.

N701 | N702 | N703 | N7O4 | N705 | N706 | N7O7 | N708 | N709 | N710 | NT11 NT12

-

5510
H
5511

Obrazek 2.9 — Priklad pouziti indext pro 96 vzorku v reakci.

Sipky znazorfuji smér piidavani jednotlivych indexti ke vzorku, vznikne tak 96 unikatnich
kombinaci indext, které slouzi k identifikaci vzorku.

Pro piipojeni indexti byl pouzt nasledujici program.

Program pro pripojeni indexii
teplota cas
Denaturace 95°C 3:00
Cykly 8 x 95°C 0:30
55°C 1:00
72°C 0:30
Finalni syntéza 72°C 5:00
Skladovani 10°C 00

Tento postup provedeme se vSemi PCR produkty adenoviri enteroviri a bakteriofagi.

Kontrolu produktll na elektroforéze neprovadime.

PCR produkty byly piecistény pomoci magnetickych kulicek AMPure® stejnym zpiisobem (a
stejnym pomérem AMPure®) jako v ptedchozich procedurach (popsnano v kapitole 2.3.1).
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2.5.2 Kvantifikace vzorku a normalizace knihoven

Pro kvantifikaci vzorkd byl pouzit kit Illumina Library Quantification Kit (KAPA Biosystems,
USA), ktery obsahuje primery detekujici pouze fragmenty opatfené adaptory. Soucasti kitu je 1
skupina standardli o zndmé kvantit¢, kterda umoziuje piesnou kvantifikaci jednotlivych vzorkt.
Ptiprava PCR reakce a jeji teplotni profil probihaly podle instrukci vyrobce (teplotni profil je
popsan nize vtabulce). Kvantifikace byla provedena na piistrojich LightCycler® 480
Instrument (Roche, Switzerland) nebo CFX384 Touch™ Real-Time PCR Detection System
(Biorad,USA).

Program pro kvantitativni PCR
teplota cas
Aktivace/ Denaturace 95°C 5:00
Cykly 35 x 95°C 0:30
éteni fluorescence> | 60°C 0:45

Ziskané kvantity byly pouZity k naslednému nafedéni vzorkii na stejnou koncentraci. To zajisti
piblizné stejny pocet cilovych sekvenci ve vzorcich, ktery je nutny k porovnavani vysledkt
jednotlivych vzorkli mezi sebou. Z divodu velkého mnozstvi vzorkt byl pro fedéni pouzt
robot Biomek 3000 (Beckman Coulter, USA) s programem vyvinutym Laboratoii molekularni

genetiky. Vzorky jsou fedény na stejnou koncentraci sterini vodou.

Zvolena findlni koncentrace vzorkli byla urena vzorky s niz$i koncentraci a byla nastavena na
500 pM. Nasledné¢ byly nafedéné vzorky smichany do vysledné smési (,pool“) ve stejnych

pomérech.

2.5.3 Kontrola kvality knihovny

Po smichani vzorkii byla provedena kontrola kvality smési vzorkli na automatizované vysoce
cithvé elektroforéze (2100 Bioanalyzer Instrument, Agilent Technologies, USA) s pouzitim
kitu (Agient High Sensitivity DNA Kit, Agilent High Sensitivty DNA Reagents, Agilent
Technologies, USA). Vysledky kontroly kvality piipravené knihovny jsou zndzornény na
obrazku 2.10.
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Obrazek 2.10 — Elektroforeogram kontroly adenovirovych vzorki.

Jednotlivé obrazky ukazuji kvalitu smési naSich vzorkd (,,pool®) z 96 jamkové desky. Tyto
proudkty se na konec smichaly do vysledné smési, obsahujici 384 vzorkii na jeden béh NGS. Cisla
v rameccich (1, 2, 3, 4) oznacuji Ctyfi smési vzorkl. Obrazek vpravo dole je velikostni marker
(,,zebricek). Osa Y udava hodnotu intenzity fluorescence, osa X velikost produktii (v parech
bazi). Prvni a posledni bod kazdého elektroforeogramu je marker s definovanou kvantitou i
délkou, ktery umoziuje kvantifikaci smési.

2.5.4 Sekvenovaninové generace

Poslednim krokem pied samotnym sekvenovani byla denaturace knihovny a jeji nafedéni na 6
pM. Denaturace probihala chemicky pitidavkem 6 pl 0,2 M NaOH k 20 pl knihovny o
koncentraci 500 pM. Pouzita byla také teplotni denaturace pii 90°C po dobu 2 minut. Poté byla
smés doplnéna vychlazenym hybridizaénim pufrem (soucast kitu Nextera XT DNA library
prep kit) a 6 pl 0,2 M HCI nutné k neutralizaci NaOH. Naésledné¢ se knihovna natedi
hybridizacnim pufrem na koncentraci 6 pM. Pfipravend smés vzorkli je pak sekvenovana na

ptistroji Miseq (Ilumina, USA) pomoci kitu (MiSeq Reagent Kit v2 500cycle).

2.6 Analyza dat

Vysledné sekvence proSly nékolika kroky filtrace na ziklad¢ kvality a obsah sekvenci byl
identifkovan pomoci panelu referenCnich sekvenci genotypli adenovird, enteroviri a
bakteriofagi. Tyto kroky byly provedeny dle postupti Laboratofe molekularni genetiky, 2 LF
UK. Vysledky byly srovnany do tabulky a nasledn¢ analyzovany.
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Grafy a tabuky byly vytvofeny v programu Microsoft Excel (Jones, 2010) a v programu R (R
Core Team, 2017)

2.7 Fylogeneticka analyza

Pro fylogenetickou analyzu sekvenci byl nejprve proveden ,alignment* sekvenci pomoci
nastroje ClustalW implementovaného v programu Geneious (Geneious version (8.1),
https//www. geneious.com, Kearse et al., 2012). Rizn¢ dlouhé konce ,alignmentu® byly
zarovnany. Vysledny ,alignment” pro fylogenetickou analyzu adenoviru ¢milo 271 nukleotida,

vysledny ,alignment VP1 genu pro typizaci enteroviru byl dlouhy 257 nukleotidti.

Pro_fylogenetickou analyzu byly zvoleny tyto parametry:

e Genetic Distance Model“: Jukes-Cantor
e Metoda: ,Neighbor-Joining*

Pro kazdy fylogeneticky strom byla vybrana sekvence blizce pitbuzného viru, ktery vsak jiz
nepatii do testovaného rodu Enterovirus ¢i Mastadenovirus a ktera slouzi jako ,,outgroup.
Tyto sekvence byly NC 010810.1 (Human TMEV-like cardiovirus) pro rod Enterovirus a
KP144329.1 (Penguin siadenovirus A) pro adenovirové sekvence.

Bootstrapova hodnota je udavana v procentech (hodnota oznacuje jistotu, s jakou se sekvence
zatadi do pfislusné vétve, kdyz se stejnd analyza riznych podmnozin téchto sekvenci provede

100x, minimum, kdy je vytvofend vétev povazovana za spravnou je 70%).

Fylogenetickd vzdalenost mezi jednotlivymi sekvencemi je ddana hodnotou délky uvedené ve
spodni ¢asti fylogenetického stromu (vynasobenim tohoto Cisla stokrat dostaneme procentudini

odlisnost mezi sekvencemi).

Analyza byla provedena pouze pro sekvence na Grovni nukleotidi.
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3. Vysledky

Kapitola 3.1 zahrnuje vysledky testovani navrzené metodiky. Vybrané vzorky zahrnovaly 47
mamych adenovirovych typti a 30 zndmych enterovirovych typl. ~ Ze vzorkd byly také
pfipraveny smési dvou typil, zasobni typy byly nejprve kvantifkovany (Claas et al, 2005;
Honkanen et al, 2013) a na zaklad¢ jejich kvantit byly vytvofeny smésné vzorky v rtznych

pomerech.

V kapitole 3.2 jsou uvedeny vysledky ziskané po pouzti navrzen¢ metodiky na vybrané vzorky
snezndmym typem: vzorky pre-diabetickych kohort MIDIA (259 vzorkd adenovirus-
pozitivnich a 230 enterovirus-pozitivnich), vzorky kohorty DIPP (40 vzorkll) a vzorky ze
studie pfipadli a kontrol z Afiiky a Asie (178 vzorki)

Kapitola 3.3 obsahuje vytvofené fylogenetické stromy ze sekvenci genotypizovanych
adenovirti a enterovirit z vybranych vzorkii kohorty MIDIA.
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3.1 Testovani navrzené metodiky pomoci vzorkii se znamym
typem viru

Tabulka 3.1 - Vysledky testovani navrZzené metodiky se vzorky se znamym adenovirovym
typem.

Ptehled 47 testovanych typti adenovirti.

V prvnim sloupecku je testovany typ, jak byl identifikovan odesilajici laboratoti, druhy sloupec
zaznamenava naméfenou kvantitu pomoci PCR v realném case se standartni kiivkou, tieti sloupec
udava procento Cteni ve vzorku, ve kterych byl identifikovan pifislusSny genotyp a posledni sloupec
udava identifikaci genotypu ur¢eného nas$i metodikou.

* Vzorek byl znovu sekvenovan klasickym Sangerovym sekvenovanim pomoci stejnych primert,
ale i pomoci primerd detekujicich delsi usek, s vysledkem urcujicim typ 56.

** Vzorky byly identifikovany pomoci navrzené metodiky jinak, nez jak bylo ur¢eno v odesilajici
laboratori, vysledek se lisil po sekvenovani NGS a byl potvrzen klasickym Sangerovym
sekvenovanim, pomoci stejnych primerti, ale i pomoci primer detekujicich delsi usek.

HAGJV - lidsky adenovirus

NA - neidentifikovano

testovany k(\;ionét::a é:?m’ vysledek testovany k(\sonét::a é:?ni vysledek
geNOtYP | onii/ul) | NGS NGS genotyp |y onii/l) | NGS NGS
HAAV1 | 9,76 68% | HAdVI HAAV27 | 10 38% | HAAV27
HAAV2 | 9934 28% | HAAV2 HAAV28 | 87 32% | HAAV28
HAAV3 34 54% | HAdV3 HAAV29 | 43 20% | HAdV29
HAdV4 | NA 3% | HAdV4 HAAV30 | s 27%, | HAdVS6
HAAVS | 304 53% | HAdV5 HAAV32 | 118 39% | HAdV32
HAAV6 36 55% | HAdV6 HAAV33 | 38 49% | HAdV33
HAdV7 38 3% | HAAV? HAAV35 | 802 50% | HAV3S
HAdV9 21 38% | HAAVO HAAV36 | 17 45% | HAdV36
HAAV10 5 33% | HAAVIO HAAV37 | 638 43% | HAV37
HAQVIL | 17 39% | HAAVIL HAAV38 | 105 90% | HAdV33
HAGVI2Z | 251 53% | HAdVI2 HAAV39 | 36 43% | HAV39
HAAV13 2 38% | HAAVI3 HAAV40 | NA 3% | HAdV40
HAQV14 | 19 4% | HAdVI4 HAdV41 | 083 57% | HAdV41
HAAVIS | 44 4% | HAAVIS HAdV42 | L1 55% | HAdV42
HAdV16 | NA 45% | HAdVI6 HAAV43 | 16 54% | HAdVA3
HAQV17 | 211 46% | HAdVIT HAAV44 | 26 55% | HAdV44
HAAVI8 | NA 41% | HAdVIS HAAV45 | 538 37% | HAdV4S
HAQV19 | 47 40% | HAdVIO HAdV46 3 50% | HAdV46
HAAV20 | 09 36% | HAAV20 HAAV47 | 38 45% | HAdV4T
HAAV21 | 93 6% | HAdV2I HAAV48 | 176 37% | HAAV4S
HAAV23 | 02 36% | HAAV23 HAQV49 | 76 45% | HAdV49
HAAV24 | 046 45% | HAdV24 HAQVS0 | 269 35% | HAdVSI
HAAV25 | 005 4% | HAdV2S HAQVST o6 57% | HAAV50
HAdV26 | 038 % | HAV26
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Tabulka 3.2 - Vysledky testovani navrZzené metodiky na smésnych vzorcich se znamymi adenovirovymi typy
Ptehled smésnych vzorkli dvou riznych genotypli adenoviri v riznych pomérech. Prvni sloupec zaznamenava dva pouzité genotypy, druhy sloupec vyjadiuje
pomér kvantit, tfeti a ctvrty sloupec udava procento cteni ve vzorku z naseho NGS panelu, ve kterém byl identifikovan piislusny genotyp. Smesi byly navrzeny

tak, aby bylo patrné, Ze pomoci navrzené metodiky Ize detekovat i dva genotypy s nestejnou kvantitou ve vzorku. Z tabulky mizeme vidét, Ze genoyp
zastoupeny ve vzorku v nizSim poméru byl vzdy detekovan, nicméné pomér ne vzdy odpovidal ocekdvanému vysledku.

* genotypy byly vybrany pro jejich blizkou fylogenetickou piibuznost (dle fylogenetického stromu na strané 20 je procento odliSnosti mezi celymi genomy

zhruba 2%)

** genotypy byly vybrany pro jejich stfedné - blizkou fylogenetickou piibuznost (dle fylogenetického stromu na stran¢ 20 je procento odliSnosti mezi celymi
genomy zhruba 12%).
**% genotypy byly vybrany pro jejich vzdalen¢jsi fylogenetickou piibuznost (dle fylogenetického stromu na strané 20 je procento odliSnosti mezi celymi

genomy zhruba 14%). HAdV 41byl kvantitativni PCR hife detekovan, protoZze primery k tomuto genotypu nejsou dostate¢né specifické. Kvantita HAdv41
byla ve skuteCnosti vyss$i, nez naméiend a proto nevysel pomér dle o¢ekavani.

pomér % ¢teni z NGS testované pomér % Cteni z NGS testované pomér % ¢teni z NGS
testované HAdV1:HAdV2 genotypy HAdV3:HAdVS genotypy HAdV31:HAdV41
HAdV1 HAdV2
genotypy HAdV31 | HAdV41
HAdV3 HAdV5
HAdV1 1000:1 91,7% 2.3% 1000:1 94,2% 1,1% 1:100 0 94,6%
HAdV2 500:1 85,0% 8,7% 500:1 78,9% 0,5% 1:50 0 94,1%
: 100:1 80,4% 14,5% 100:1 78,4% 9,1% 1:10 0,2% 93,7%
50:1 74,5% 20,9% 50:1 72,6% 16,8% 1:5 0,1% 90,2%
10:1 59,1% 30,9% 10:1 62,6% 29,7% 1:3 1,0% 91,7%
5:1 55,6% 37,0% 5:1 55,2% 31,2% 1:1 12,5% 82,7%
3:1 54,1% 38,1% HAdV3 3:1 57,9% 38,2% HAdV31 3:1 13,0% 81,7%
1:1 45,5% 41,6% HAdV5 1:1 51,9% 45,2% HAdV41 5:1 19,9% 76,3%
13 48,5% 49,5% o 13 39,2% 48,7% o 10:1 22,9% 70,5%
1:5 46,5% 50,9% 1:5 38,7% 56,4% 50:1 34,5% 60,6%
1:10 43,3% 54,4% 1:10 32,9% 64,3% 100:1 34,4% 54,4%
1:50 31,4% 67,0% 1:50 19,9% 73,0%
1:100 22,4% 75.3% 1:100 3,7% 95,6%
1:500 10,5% 80,6% 1:500 1,4% 93,8%
1:1000 5,7% 92,9% 1:1000 1,1% 89,0%
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Tabulka 3.3 - Vysledky testovani navrze né metodiky na vzorcich se znimym enterovirovym
typem

Ptehled 30 testovanych typt enterovirt. Kde to bylo mozné, byly vzorky normalizovany na
kvantitu 500000 kopi/ pl DNA. V prvnim sloupecku je testovany typ, jak byl identifikovan
odesilajici laboratofi, druhy sloupec zaznamenava namétenou kvantitu pomoci PCR v realném
case se standartni kiivkou, tfeti sloupec udava procento Cteni ve vzorcich, ve kterych byl
identifikovan piislusny genotyp a posledni sloupec udava identifikaci genotypu uréeného nasim
pomoci navrzené metodiky.

*Vzorek byl identifikovan jinak, nez bylo urceno odesilajici laboratori, vysledek ziskany pomoci NGS
potvrdilo Sangerovo sekvenovani

CV — coxsackie virus

Echo — echovirus

EV - enterovirus

testovany | kvantita | % ¢teni | vysledek testovany | kvantita % ¢teni | vysledek
typ (kopii/ul) NGS NGS typ (kopii/pl) NGS NGS
CV-A9 500 96% CV-A9 Echo20 500 000 85% Echo20
CV-A9 500 000 99% CV-A9 Echo21 500 000 89% Echo4
CV-B2 500 000 99% CV-B2 Echo24 500 000 88% Echo24
CV-B3 500 000 99% CV-B3 Echo25 500 000 90% Echo25
CV-B4 500 000 90% CV-B4 Echo25 16 000 96% Echo25
CV-B5 500 000 65% CV-B5 Echo26 500 000 90% Echo26
Echol 500 000 5% Echol Echo29 500 000 92% Echo29
Echol1l 500 000 73% Echoll Echo30 500 000 74% Echo30
Echol3 500 000 94% Echo13 Echo31 500 000 88% Echo31
Echol5 500 000 98% Echol5 Echo33 500 000 96% Echo33
Echol6 500 000 90% Echol6 Echo4 500 000 96% Echo4
Echol7 500 000 89% Echo17 Echo5 500 000 96% Echo5
Echol8 500 000 98% Echo18 Echo5 500 000 92% Echo5
Echo2 500 000 89% Echo2 Echo6 500 000 80% Echo33
%
EV-A71 500 000 94% EV-A71 Echo?7 500 000 94% Echo7
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Tabulka 3.4 - Vysledky testovani navrZzené metodiky na smésnych vzorcich se znamymi
enterovirovymi typy, pirehled smésnych vzorkil dvou riznych genotypii enteroviri
v riiznych pomérech.

Prvni sloupec zaznamenava dva pouzité genotypy, druhy sloupec vyjadiuje pomér kvantit, tieti a
¢tvrty sloupec udava procento ¢teni ve vzorku znaseho NGS panelu, ve kterém byl identifikovan

piisluSny genotyp. Smési byly navrzeny tak, aby bylo patrné, Ze pomoci navrzené metodiky je
mozné detekovat i dva genotypy s nestejnou kvantitou ve vzorku.

* Fylogeneticka piibuznost byla urcena pomoci tseku referencnich sekvenci ptislusnych
genotypll mezi nasimi primery ve vybrané oblasti genu VP1 enterovirové kapsidy. Tyto useky
jsou shodné z 69%.

** Fylogenetickd piibuznost byla urCena pomoci useku referencnich sekvenci piislusnych
genotypll mezi naSimi primery ve vybrané oblasti genu VP1 enterovirové kapsidy. Tyto useky
jsou shodné z 59%.

*** Fylogeneticka piibuznost byla urc¢ena pomoci useku referencnich sekvenci piislusSnych
genotypll mezi nasimi primery ve vybrané oblasti genu VP1 enterovirové kapsidy. Tyto useky
jsou shodné ze 72%.

+ Fylogeneticka piibuznost byla urc¢ena pomoci useku referencnich sekvenci piislusnych
genotypll mezi naSimi primery ve vybrané oblasti genu VP1 enterovirové kapsidy. Tyto useky
jsou shodné z 65%.

++ Fylogeneticka piibuznost byla urcena pomoci tseku referencnich sekvenci ptislusnych
genotypll mezi nasimi primery ve vybrané oblasti genu VP1 enterovirové kapsidy. Tyto useky
jsou shodné z 51%.

+++ Fylogenetickd pfibuznost byla uréena pomoci useku referencnich sekvenci ptislusnych
genotypll mezi nasimi primery ve vybrané oblasti genu VP1 enterovirové kapsidy. Tyto Gseky
jsou shodné z 65%.

% ¢teni z NGS

testované Pomér
genotypy | Echol8:EchoS | Echol8 | Echo5

Echol8 1:1 51,10% | 48,60%
Echo5 13 4420% | 5560%
* 1:5 40,10% | 59,60%

% ¢teni z NGS

testované Pomér
genotypy | Echo30:Echo4 | Echo30 | Echo4

Fcho30 1:1 4550% | 39,80%
Echod 13 51,40% | 45,70%
o 1:5 50,50% | 46,80%
testované Pomér % ¢teni z NGS

genotypy | Echo2:Echol5

Echo2 | Echol5
Echo2 11 5820% | 41.40%
Echol5 13 5770% | 42.00%
o 15 5490% | 44.70%
testované Pomér

% ¢teni z NGS

genotypy | Echo31:Echoll
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Echo31 Echol1

1:1

35,70% | 60,80%

Echo31
Echol1l 1:3 26,40% 65,80%
+ 1:5 19,50% | 71,90%
% Cteni z NGS
testované Pomér
genotypy | Echo26:Echo31
Echo26 | Echo31
Echo26 1:1 57,40% 42,00%
Echo31 1:3 48,60% 51,00%
++ 1:5 4990% | 49,70%
] . % C&teni z NGS
testované Pomér
enot Echo30:Echol5
5 Py Echo30 | Echol5
Echo30 1:1 67,50% 29,10%
Echol5 1:3 63,20% 33,40%
H 1:5 61,30% | 35,60%
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3.2 Testovani navrZzené metodiky na vzorcich pre-diabetickych
kohort MIDIA a DIPP a na vzorcich ze studie pripadi a
kontrol z Afriky a Asie

3.2.1 Vysledky pro norskou pre-diabetickou kohortu MIDIA

Ve vzorcich z pfisluSné kohorty byly detekovany a identifikkovany genotypy adenovir a
enterovirtl.

Obrazek 3.1 — Piehled nejcastéjSich genotypii adenovira ve vzorcich pozitivnich na
adenovirus v procentech.

Graf zobrazuje nejcasteji nalezené adenovirové genotypy ve vzorcich kohorty MIDIA, sefazené
od nejcastéjsiho k nejméné castému. NejcastéjSim genotypem byl HAAV2, identifikovan ve 113
vzorcich, z celkového poctu testovanych 259 vzorkli stolic, vybranych k identifikaci pomoci
navrzené metodiky. Dalsi genotypy byly nalezeny: HAdV1 v 90 vzorcich, HAdVS5 ve 24
vzorcich, HAdV3 ve 14 vzorcich, HAdV 41 v 11 vzorcich, HAdV31 v 9 vzorcich, HAdV57 a
HAdV6 byly nalezen pouze v jediném vzorku, proto nejsou v grafu vyneseny.

HAGJV - lidsky adenovirus

50%

45%

Celkovy potet vybranychvzorkd
40% pozitivnich na adenovirus: 259

35%

30%

25%
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20%

15%

AYm geno

Fl

108
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Procento adenovirus-pozitivnich vzorkd s

identifikova
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Tabulka 3.5 — Charakteristika adenovirovych infekei v kohorté MIDIA méfené pomoci

PCR v realném ¢ase.

* Infekei definujeme jako vzorek pozitivni na adenovirus, ¢i skupinu po sob¢ jdoucich vzorkt

pozitivnich na adenovirus. Za konec infekce je povazovan vzorek negativni na adenovirus.
Opakujici se infekce od stejného subjektu jsou zde sCitany jako nové infekce.

** PCR v realném case nerozliSuje mezi jednotlivymi genotypy.

Celkovy pocet subjektd v kohort¢
MIDIA

2430

Celkovy pocet zachycenych
adenovirovych infekci
*

618

Charakteristika adenovirovych infekci

pomoci dat z PCR v realném Case
sksk

D¢lka infekce (pocet po sobé

Namétena kvantita (kopie/ pl

jdoucich pozitivnich vzorki) DNA)
min. max. | pramér min. max. prumeér
1 9 1,9 0,2 5365999 | 38601

Tabulka 3.6 — Charakteristika infekci je dnotlivymi ade novirovymi genotypy pomoci dat z NGS
Genotypy v tabulce jsou setazeny podle délky infekce. Posledni tii sloupce ukazuji kvantitu

naméfenou pomoci kvantitativni PCR.

* Infekcei jednim genotypem definujeme jako vzorek pozitivni na dany adenovirovy genotyp, ¢i
skupinu po sob¢ jdoucich vzorkll pozitivnich na dany genotyp. Za konec infekce je povazovan nalez
jiného genotypu adenoviru, nebo vzorek negativni na adenovirus. Opakujici se infekce od stejného
subjektu jsou zde pocitany jako nové infekce.

** metoda je schopna rozliSit mezi jednotlivymi genotypy

Charakteristika
adenovirovych Celkov Dod ) ] )
infekei pomoci elkovy poc’et Délka infekce (pocet po sobé Naméfena kvantita (kopie/ pl
dat z NGS  identifikovanych jdoucich pozitivnich vzorki) DNA)
infekci pro dany typ
panelu *
*
ook min. max. primér min. max. pramér
HAdV1 74 1 4 1,5 6 5365999 103482
HAdV2 14 1 4 1,4 5 2020663 44892
97
HAdV5 1 3 1,2 9 197471 8491
HAdV3 2 1 2 1,2 21 593717 67481
HAdV41 12 1 1 1 13 641947 58024
HAdV31 ? 1 1 1 48 4331428 475971
HAdV6 ! 1 1 1 8 8 8
HAdV57 ! 1 1 1 81 81 81

73




Obrazek 3.2 — V§echny odebrané vzorky od kazdé ho subjektu a v nich nalezené adenovirové

genotypy.

Adenovirové genotypy nalezené u vSech subjekti v zavislosti na datu odbéru. Na ose y jsou ID
subjektli sefazeny dle abecedy, na ose x je vyneseno datum obéru vzorkl. Negativni vzorky jsou
zobrazeny jako prazdna Seda kolecka, vzorky, kde byl identifikovan genotyp pomoci pomoci navrzené
metodiky jako plna kolecka. Vzorek, kde se naslo vice genotypt je oznacen jako ,,smésna infekce.

Z grafulze pozorovat infekce dlouhé nékolik mésict, ale také stiidani riznych genotypt v ramci

jednoho subjektu. NA — nepiitomny vzorek
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Tabulka 3.7 — Prehled infekci dvéma ade novirovymi genotypy

2010

Genotypy Vv tabulce jsou sefazeny od nejCastéji nalezené infekce, po nejméné¢ cCastou. Tabulka
zobrazuje kombinace dvou adenovirovych genotypil, které byly spolecn¢ nalezeny ve vzorku
jednoho pacienta. Posledni sloupce shrnuji celkovou kvantitu adenoviru ve vzorku.

HAGJdV- lidsky adenovirus

L, Pocet vzorkt Kvantita naméfena PCR
Adenovirové .. 1w < .
s nalezenymi v realném case (pocet kopii/ pl
t
genotypy genotypy DNA)
min. max. primeér
HAdVI 29
HAJV? 7 726 274
HAdV5
HAV2 3 20 75848 25359
HAdV5
HAdVI 3 20 194 83
HAdV31
HAAV2 3 48 379 170
HAdVI
HAAV31 1 17 17 17
HAdV3
HAAVI 1 21 21 21
HAdV41
HAdVI 1 641947 641947 641947
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Obrazek 3.3 — Vyskyt adenovirovych infekci bé hem roku.

Graf zobrazuje procento pozitivnich vzorkli na adenovirovou infekci v jednotlivych mésicich.
Vzorky byly sbirany v letech 2002-2010. Celkové pocty odebranych vzorkd v jednotlivych
mésicich se pohybovaly v rozmezi od 186 (pro listopad) do 216 (pro srpen), celkove

byl primérny pocCet odebranych vzorki 202. Od zafi do ledna vidime mirn€ stoupajici tendenci
infekei. V dubnu byl zaznamenan nejniz$i pocet infikovanych osob, z grafu vSak neni mozné fict,
ze adenovirové infekce maji sezénni vyskyt.

‘T Odbér vzorkd probéhl
I 18% v letech: 2002-2010
[ _
> 16% ] — Primérny pofet -
9 - odebranychvzorkl za .
.g 14% —1+— — gy — meésic: 202 I
-
2 . _
o 12% | | [ A A
=
1]
g 10% - — | — — — 1 1
] —
SR [ N N N N N N N ) S S O
I |
>
s & | 111111111110
C
o
PRS- 1011 r—1rtr1trH1tr1r11 1"
oW
o
o
P I e e e I e T e I e I e B e I e I = O e
& E
c @
8 £ 0% . . . . . . . . . . . |
o \
P o & & o o < e o G o o <
o > ¥ P & @ ® & & N g 2 g
¥ v ¥ Iy «Q ) Q
® o & & g.;,ef‘@ ° & L

Mésice roku
Obrazek 3.4 — Vyskyt adenovirovych infekei v zavislosti na véku.
Graf zobrazuje procento pozitivnich vzorkll na adenovirovou mfekci v zavislosti na véku (vek je
udavan v mésicich). Vzorky byly sbirany v letech 2002-2010. Celkové pocty odebranych vzorki
v jednotlivych mésicich se pohybovaly v rozmezi od 56 do 72, v primérny pocet odebranych
vzorkll pro mésic véku byl 63. Z grafu je patrny urCity nartst infekci v prvnich 16 mésicich,
ktery nasleduje mirné klesani pfipadi infekci, coz by mohlo naznacovat postupny vyvoj détské
imunity.
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Obrazek 3.5 — Prehled 20 nejcastéjSich genotypii enterovirii v pozitivnich vzorcich kohorty

MIDIA, v procentech.

Graf zobrazuje 20 nejcastéjSich enterovirovych genotypii identifikovanych ve vzorcich kohorty
MIDIA setazenych od nejcastéjsitho po nejméné casty. Procenta na ose y udavaji enterovirus-
pozitivni vzorky s identifikovanym fenotypem. Celkové mnoZzstvi vzorkl, uréenych

k identifikaci genotypu, bylo 230. VSechny nalezené EV v pozitivnich vzorcich shrnuje tabulka

3.9)

CV — coxsackie virus (CVA —coxsackie virus A, CVB — coxsackie virus B),

E — echovirus,

EV — enterovirus (EVA71 — enterovirus A 71)
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Tabulka 3.8 — Piehled enterovirovych infekci v kohorté MIDIA méfené pomoci PCR

v realném Case.

* Infekei definujeme jako vzorek pozitivni na enterovirus, ¢i skupinu po sob¢ jdoucich vzorki
pozitivnich na enterovirus. Za konec infekce je povazovan vzorek negativni na enterovirus.
Opakujici se infekce od stejného subjektu jsou zde sCitany jako nové infekce.

** PCR v realném case nerozliSuje mezi jednotlivymi genotypy.

Celkovy pocet subjekti v kohorté

MIDIA 2430
Celkovy pocet zachycenych
enterovirovych infekci 488
%
. S , De1}<g mfelfce (pqget po Nametena kvantita (kopie/
Charakteristika enterovirovych infekci | sob€ jdoucich pozitivnich ul DNA)
pomoci dat z PCR v redlném Case vzorki)

= min. max. | pramér min. max. primer
1 5 1,6 2 7308500 | 108541

Tabulka 3.9 — Piehled infe kci je dnotlivymi e nterovirovymi genotypy z dat NGS panelu.
Genotypy v tabulce jsou zde sefazeny podle délky infekce. Posledni sloupce udavaji kvantitu méfenou

pomoci kvantitativni PCR.

* Infekei jednim genotypem definujeme jako vzorek pozitivni na dany enterovirovy genotyp, Ci
skupinu po sob¢ jdoucich vzorkii pozitivnich na dany genotyp. Za konec infekce je povazovan
nalez jiného genotypu enteroviru, nebo vzorek negativni na enterovirus. Opakujici se infekce od

stejné¢ho subjektu jsou zde pocitdny jako nové infekce.
** metoda je schopna rozliSit mezi jednotlivymi genotypy

Celkovy
Charakteristi pocet
poElX(-)lcl;fedl:l?z ld\?alint;'iill:o ,Délk? infekc'e'(p(féet po SOl:é Naméfena kvantita (kopie/ pl DNA)
NGS panelu infekei Jjdoucich pozitivnich vzorkii)
* pro dany
* % typ
) min. max. primér min. max. primér
CVA2 32 1 3 1,3 104 1456700 76528
CVA4 34 1 2 1,1 67 883750 84765
CVA10 22 1 2 1,1 224 2064398 171686
CVA1l6 21 1 2 1,1 68 322926 39601
CVA9 20 1 2 1,1 83 461346 45245
CVB2 19 1 2 1,2 99 3452462 261051
CVA6 18 1 2 1,1 38 1276235 140371
E25 17 1 2 1,2 121 1392497 104439
CVBI 14 1 2 1,1 89 59952 8288
CVB5 13 1 2 1,2 60 60 60
EVA71 12 1 2 1,3 43 400101 45697,69
CVB4 9 1 2 1,1 149 7308500 741179
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E18 8 1 2 1,1 173 351336 71673,75
Ell 7 1 2 1,4 257 596761 90714,78
E9 7 1 2 1,1 193 285833 39658,13
E30 6 1 2 1,3 423 110667 35674,63
E6 6 1 2 1,2 706 149520 161325
E3 4 1 2 1,3 143 12265 1801,333
CVAS 15 1 1 1,0 72 4813508 456229
CVB3 9 1 1 1,0 140 172832 86486
E7 2 1 1 1,0 5309 5711 5510
CVA12 1 1 1 1,0 22 22 22
CVA 14 1 1 1 1,0 323 323 323
CVAS 1 1 1 1,0 1915918 4364716 3140317
E13 1 1 1 1,0 895 895 895
CVA22 1 1 1 1,0 1211 1211 1211
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Obrazek 3.6 — VSechny odebrané vzorky od kaZzdého subjektu a v nich nalezené
enterovirové genotypy.
Enterovirové genotypy nalezené u vSech subjektt v zavislosti na datu odbéru. Na ose y jsou
sefazeny ID subjektli dle abecedy, na ose x je vyneseno datum odbéru vzorku. Vzorky byly
odebirany v intervalu 1 mésic. Negativni vzorky jsou zobrazeny jako prazdna Seda kolecka, vzorky,
kde byl identifikovan genotyp pomoci navrzené metodiky jako plna kolecka. Vzorek, kde se naslo
vice genotypl je oznacen jako ,,smésnd infekce*. Z grafu lze pozorovat, Ze enterovirové infekce jsou
spiSe kratké, ale v ramci jednoho subjektu dochazi €asto k novym infekcim rlznymi genotypy. NA-
nepritomnost vzorku

ID ditéte

By

2004

2006 ;
Datum odbéru

-
- ®
s
-
] we
-
-
Ze
- -
L
Doy
L
. ‘o& %
L 2 1
“ .
L )
i e
.
.
. g
- -
S it |
o (3
® ¢ % o a8” .
. - =
- L >

2008

L 3 L
-‘ -
suglost «©
- - L ]
- = '-,
¢ %
L BN )
.
-
- *
-.
-
.
-
-

2010

Tabulka 3.10 — Prehled infekci dvé ma a vice enterovirovymi genotypy.
Genotypy v tabulce jsou sefazeny od nejCastéji nalezené infekce, po neméné¢ Castou. Tabulka
zobrazuje kombinace dvou ¢i tii enterovirovych genotypl, které byly spole¢né nalezeny ve vzorku
jednoho pacienta. Tim je komplikovano urceni kvantity jednotlivych genotypl, protoze PCR
v realném case mezi nimi nerozliSuje.

Legenda

CcvBo01
cvB02
= CvB03
s CVB04
= CVB05
CVAD1T
CVAD2
CvAaD4
CVADS
= CVADG
= CVADB
CvVADD
CVA1D
CVA12
= CVA14
= CVA16
CvVa22

Negativni vzorek

EO03
EO06
EO07

E11
E13
E18

» E25

E30

EVAT1
Smésna infekce
rhinoA

Sabin2

MNA

Pocet Pocet vzorki s nalezenymi
Enterovirové genotypy vzorku, s . genotypy
nalezenymi min max primér
genotypy
Echoll | Echol8 2 2363 6614 4488,5
CVA4 CVA6 1 504 504 504
CVAS CVA2 1 1749111 1749111 1749111
CVAS CVB3 1 303227 303227 303227
CVA6 CVAl 1 909 909 909
CVA10 CVB3 1 227 227 227
CVA10 CVB5 CVB1 1 8054 8054 8054
CVB4 EVAT71 1 80950 80950 80950
CVB5 CVB2 1 820 820 820
Echo9 CVAl6 1 50215 50215 50215
Echol1l CVA6 1 596761 596761 596761
Echol1 CVA9 1 758 758 758
Echo25 CVA2 1 20598 20598 20598
Echo25 CVAG6 1 125 125 125
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Obrazek 3.7 — Vyskyt enterovirovych infekci bé hem roku.

Graf zobrazuje procento pozitivnich vzorkll na enterovirovou infekci v jednotlivych meésicich.
Vzorky byly sbirany v letech 2002-2010. Celkové pocty odebranych vzorkd v jednotlivych
mésicich se pohybovaly v rozmezi od 186 do 216, v primérny pocet odebranych vzorkil byl 202.
Z grafu vidime stoupajici tendenci infekci koncem Iéta a zacatkem podzimu, poté se pocty

piipadi opét snizuji.
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Obrazek 3.8 — Vyskyt enterovirovych infekci v zavislosti na véku.

Graf zobrazuje procento pozitivnich vzorkdl na enterovirovou infekci v zavislosti na véku (vék je
udavan v mésicich). Vzorky byly sbirany v letech 2002-2010. Celkové pocty odebranych vzorki
v jednotlivych mésicich se pohybovaly v rozmezi od 56 do 72, v primérny pocCet odebranych

vzorkll pro mésic véku byl 63.
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3.2.2 Vysledky subjektii finské pre-diabetické kohorty DIPP a ze studie
pripadu a kontrol z Afriky a Asie

Vzorky téchto subjekt byly testovany na piitomnost vybranych skupin bakteriofaga.

Obrazek 3.9 — Prehled nalezenych rodua bakteriofagii ve vzorcich.

Graf zobrazuje procento kazdého z bakteriofagovych rodt v obou kohortach: ve vzorcich finské
prediabetické kohorty DIPP a kohorty africkych détskych diabetickych pacientti. Nize uvedena
tabulka 3.11 popisuje bakteriofagy identifikované pro tyto rody.
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Tabulka 3.11 — Zaraze ni bakteriofagii do vy$Sich taxonomickych s kupin.

Ve vzorcich finské prediabetické kohorty DIPP a kohorty africkych détskych diabetickych pacientii
byly identifikovany nasledujici bakteriofagy. Jednotlivé rody shrnuje obrazek 3.9, z divodu
neustalnen¢ klasifikace jsou zde prehledné setazeny jednotlivi zastupcirodu, které jsme identifikovali
podle piislusnych referen¢nich sekvenci.

Celed’ Rod ,»Accession number: Nazev

NC 026582: Uncultured phage WW-nAnB|
NC 026612:Uncultured phage WW-nAnB
Inoviridae Neklasifikovany rod 1 |strain 2
NC_026613: Uncultured phage WW-nAnB
strain 3

AF234173: Enterobacteria phage P1
AF503408: Enterobacteria phage P7
NC_005856: Enterobacteria phage P1
NC 031129: Salmonella phage SJ46

Mpyoviridae P1 virus
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Podoviridae

Epsilonl5 virus

NC 019442: Escherichia phage TL-2011c

NC 019445 Escherichia phage TL-2011b

Podoviridae

Neklasifikovany rod 2

1508672: Escherichia coli O157 typing
phage 10

Podoviridae

SLT-converting phage

AP004402: Stx2 converting phage I DNA

FM180578: Enterobacteria phage 2851

KP682380: Escherichia phage PA27

KP682381: Escherichia phage PA28

KP682392: Escherichia phage PA52

NC 004913: Stxl converting phage DNA

NC _011356: Enterobacteria phage YYZ-
2008

Siphoviridae

C2 virus

KX373692: Lactococcus phage M6654

NC _001629: Lactococcus phage bIL67

NC _001706: Lactococcus phagec2

NC _031002: Lactococcus phage M6162

NC 031009: Lactococcus phage D4412

36343: Lactococcus phage bIL67

Siphoviridae

Klg virus

GU196281: Escherichia phage Klind3

NC 027994: Escherichia phage K1H

Siphoviridae

Lambdavirus

EU078592: Enterobacteria phage DE3

KT232076: Enterobacteria phage lambda

KU238068: Stx converting phage
vB EcoS P32

NC 001416: Enterobacteria phage lambda

NC _002166: Bacteriophage HK022

NC 002167: Enterobacteria phage HK97

NC_009514: Phage cdtl DNA

NC 011357: Stx2-converting phage 1717

NC 016160: Escherichia phage HK75

NC _019704: Enterobacteria phage
mEp237

NC 019705: Enterobacteria phage mEpX2

NC _019708: Enterobacteria phage
mEp235

NC 019711: Enterobacteria phage HK629

NC _019716: Enterobacteria phage
mEp460

NC 019721: Enterobacterial phage
mEp390

Siphoviridae

Phifelvirus

GQ478082: Enterococcus phage phiFL1B

GQ478083: Enterococcus phage phiFLIC

GQ478085: Enterococcus phage phiFL2B

GQ478087: Enterococcus phage phiFL3B

NC 013643: Enterococcus phage phiFL2A

NC 013648: Enterococcus phage phiFL3A

Siphoviridae

Sk1 virus

FJ848884: Lactococcus phage CB19

GQ979703: Lactococcus lactis phage p2

KC182544: Lactococcus phage 936

KF676640: Lactococcus phage SK1833
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KP793119: Lactococcus phage 936 group
phage Phil0.5

KP793123: Lactococcus phage 936 group
phage Phi4.2

NC 001909: Lactococcus phage bIL170

NC _008371: Lactococcus phagejjS0

NC 011046: Lactococcus phage bIBB29

NC _013152: Lactococcus phage CB14

NC 013155: Lactococcus phage CB13

NC 021855: Lactococcus phage phi7

NC 028900: Lactococcus phage SL4

Neklasifikovana Celed’

Neklasifikovany rod 3

743964: Bifidobacterium phage Bbif-1

Obrazek 3.10 — Vyskyt bakteriofagi v longitudinalné odebranych vzorcich finské kohorty DIPP.
Graf zobrazuje longitudindlné odebrané vzorky od kazdého subjektu a v nich detekovaného faga
(bez taxonomického zatazeni). Kulicka predstavuje odebrany vzorek stolice, barva urCuje, zda
byl bakteriofag pomoci navrzené metodiky detekovan a pribliznd v jaké kvantité. Casovy odstup
mezi vzorky je 3 mésice. N&které subjekty neposkytly vSechny tii poZzadované vzorky.

Detekce bakteriofagii pomoci navrzené metodiky nevykazuje zadny dlouhodoby trend, v mnozstvi
vzorkll se bakteriofagy nepodaftilo viibec zachytit.
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3.3 Fylogenetické stromy nalezenych adenoviri, enteroviri

Obrazek 3.11 — Fylogeneticka analyza v§ech adenovirovych genotypi.

Do analyzy byly zahrnuty veskeré sekvence zNGS, ale z diivodu lepsi Citelnosti jsou zobrazeny nazvy
jen nékterych sekvenci. Oznaceni sekvence se sklada z nazvu genotypu, 1D ditéte a datumu odbéru
vzorku. Analyza ukdzala klastrovani sekvenci daného genotypu do spole¢nych vétvi. Strom obsahuje
vétve odliSujici sekvence skupin HAdV1, HAdV2, HAdV3,HAdVS5, HAdV31, HAdV41. Jako
Loutgroup® zde byla pouzita sekvence siadenoviru tu¢nakd, ,,accession number* KP 144329.
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Obrazek 3.12 - Fylogeneticka analyza v§ech nalezenych sekvenci HAdV2.

Pro detailni analyzu byly vybrany sekvence nej¢astéjsiho nalezeného genotypu adenoviru (HAdV2).
Jako ,outgroup* zde byla zvolena sekvence HAdV 1. Nazev sekvence se sklada z nazvu genotypu, 1D
ditéte a datumu odbéru vzorku. To umoziuje sledovat, zda dochazi k urcitému vyvoji viru v Case, ¢i
zda dochazi ke klastrovani sekvenci stejného ditéte. V piipade tohoto genotypu vsak zadny z téchto

jevt nebyl fylogenetickou analyzou prokazan.
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Obrazek 3.13 - Fylogeneticka analyza sekvenci enteroviru A.

Z divodu velkého mnozstvi sekvenci byl strom rozdélen na sekvence patiici k druhtim enteroviru A a
B. Jako ,,outgroup zde byla pouzita sekvence CVBS5. Analyzovany byly vSechny sekvence, ale
itelnosti jsou zobrazeny jen nékteré nazvy sekvenci. Nazev sekvence se sklada z ID
ditéte, datumu odbéru vzorku a ndzvu genotypu. Analyza ukazala klastrovani sekvenci daného
genotypu k sob¢. Jsou patrné vétve odliSujici sekvence CVA2,CVA4—-08, CVA10,CVAI16 a
EVAT7I1.Lepsiho klastrovani bylo dosazeno ptitomnosti jeste jedné sekvence ze skupiny enteroviru B,

z divodu lep

ktera se v obrazku vyskytuje jako dlouha cara pod ,,outgroup® sekvenci.
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Obrazek 3.14 - Fylogeneticka analyza sekvenci Enteroviru B.
Z diivodu velkého mnozstvi sekvenci byl strom rozdélen na sekvence pattici do enteroviru A a B. Jako

Loutgroup zde byla pouzita sekvence CVA4. Analyzovany byly vSechny sekvence, z divodu lepsi
¢itelnosti jsou zobrazeny pouze nékteré nazvy sekvenci. Nazev sekvence se sklada z nazvu genotypu,

ID ditéte, datumu odbéru vzorku. Analyza ukazala klastrovani sekvenci daného genotypu k sobé. Jsou

patrné vétve odliSujici sekvence genotypy E3, 06, 09, 11, 13, 25, 30, dale pak CVB1 — 05, 07 a také
CVAQY, ktery patti do enteroviru B. Lepsiho klastrovani bylo dosazeno piitomnosti jesté jedné
sekvence ze skupiny enteroviru A, ktera se v obrazku vyskytuje jako ¢ara pod ,outgroup sekvenci.
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Obrazek 3.15 - Fylogeneticka analyza v§ech nalezenych sekvenci CVA2.

Pro detailni analyzu byly vybrany sekvence nejcastéjsiho nalezeného genotypu enteroviru. Jako
Loutgroup® zde byla zvolena sekvence CV A4. Nazev sekvence se sklada z nazvu genotypu, ID ditéte,
datumu odbéru vzorku. To umoziuje sledovat, zda dochazi k uréitému vyvoji viru v ¢ase, ¢izda
dochazi ke klastrovani sekvenci vzorkl stejného ditéte. Ze stromu je patrné mirné klastrovani mezi
sekvencemi odebranymi v roce 2008 a 2009, coz by mohlo naznaCovat na urcity vyvoj viru v Case, ale

kvili vyskytu n€kolika vyjimek se to neda fici s jistotou.
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4. Diskuze

Tato prace shrnuje vysledky testovani metody umoziujici detekci a typizaci vSech znamych
typtt lidskych adenoviri a enterovird, ale i vybranych bakteriofagh. Tyto skupiny vird byly
vybrany pro jejich cCasty wvyskyt ve stfevé. Bakteriofagy byly vybrany na ziklade
metagenomickych studii stievntho viromu (Kramna et al, 2015). Viry ve stievé jsou
studovany pro moZznost zplsobovat ¢i urychlovat vznik autoimunitnich onemocnéni,
napiiklad diabetes 1. typu (Yeung et al, 2011) ¢i celiakie (Konig et al, 2016). Nami
pfipravend metoda byla vytvofena pravé za timto Ucelem, nezabyva se vSak studiem vlivu

téchto virti na rozvoj diabetu 1. typu ¢i celiakie.

Pti vyvoji metody byl kladen diiraz na schopnost detekovat vSechny genotypy vybranych
virt, vriznych kvantitich a ve velkém poctu vzorki najednou. Existuje mnoho studi, ve
kterych se mizeme setkat s metodami, umoziujici tyto viry pouze detekovat, nikoliv vSak
genotypizovat (napiiklad detekce HAAV ve studii Dupuis et al, 2011, nebo detekce EV ve
studii Sawyer et al, 2002). Dale se mizeme setkat s pfistupem, ktery umozni genotypizovat
jen maly pocet konkrétnich typti (Kim et al, 2003). Zapojeni sekvenovani nové generace do
této typizace umoznila rychlej$i detekci veétStho mnozstvi vzorkd najednou, coz piinasi
vvhodu oproti studiim vyuzivajicim k zskani cilové sekvence Sangerovo sekvenovani
(Takeuchi et al, 1999). Splnéni pozadavkl na genotypizaci co nejvétsiho poctu adenovirti a
enterovird, v nestejnych kvantitich a ve velkém poctu vzorki soucasné, je mozné piedevSim

s vywitim NGS.

Pro studium fagovych populaci v lidském organismu byly doposud vyuzivany pievazné
metodiky zaméfené na sekvenovani ndhodnych fragmentli virovych genomil a jejich nasledna
analyza. Pfistup vyuZivajici specifickych primerd pro detekci a typizaci vybranych skupin
bakteriofagli, se zdd byt zatim ojedinély. Obecné jsou fiagova spoleCenstva v lidském
organismu malo prozkoumana a zklinického hlediska zatim nebylo nezbytné nutné vyvijet
metody jejich detekce, protoze jsou patogeny bakterii, nikoliv ¢lovéka. S naristajicim poctem
studi, které mformuji o dileztosti stfevntho mikrobiomu pfi rozvoji autoimunitnich chorob,
vSak mize byt zajimavé zjistovat jaky vztah ma pfitomnost urCitych fagi na vlastnosti a

zmény mikrobiomu lidského stfeva.

Vysledky detekce a typizace virt ve vzorcich se znamym typem ukazaly, Zze az na vyjimky je

metoda optimalizovana pro vSechny testované genotypy. Sensitivita, s jakou je kazdy typ
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detekovan, vSak testovdna nebyla. I kdyz se ztabuky 3.1 zd4, ze primery pro typizaci
adenoviru funguji velmi sensitivné, vysledky méfeni kvantity mohou byt ovlivnény
nespecificitou primerd kvantitativni PCR  vii¢éi t€émto adenovirovym typim (Claas et al,
2005). Vzhledem k tomu, Ze metoda byla primarné vyvinuta na vzorky stolice, kde je virova
ndloz vdobé probihajici infekce vysokd, je takto otestovand metoda zatim dostate¢nd. Pro
dalsi vyuzti, naptiklad pro vzorky krve, kde je virova ndloz v porovnani se stolici nizkd, je

otdzku sensitivity potfeba podrobnéji otestovat.

Pouziti metody pro identifikaci genotypti adenovirii a enteroviri bylo dale testovano na
vybranych vzorcich kohorty MIDIA, kter¢ byly pomoci kvantitativni PCR oznaCeny jako
pozitivni na adenovirus €i enterovirus (mensi ¢ast vzorkll byla pozitivni jak na adenovirus, tak
na enterovirus). U déti ze studované kohorty MIDIA se vyskytovaly mfekce jednim, ale 1

dvéma a vice adenovirovymi ¢i enterovirovymi typy.

Infekce dvéma adenovirovymi genotypy byla nalezena celkem u 0,07% vzork(, nejCastéji
byla nalezena spole¢na infekce genotypy HAAV1 a HAdAV2 (celkem u 7 vzorkd).
Vicendsobn¢ adenovirové infekce uvadi také napiiklad studie Kroes et al, 2007, v této studit
byla infekce ur€ena pomoci sérotypizace ze vzorkll stolic déti po transplantaci kmenovych
bunék (v univerzitni nemocnici v Leidenu), konkrétni kombinace typli vSak autoii neuvadi.
Autoii studie Kroes et al, 2007 také uvadi jako nejCastéji nalezené adenoviry ve vzorcich:
HAdV2, HAdV1 a HAdVS (Kroes et al, 2007), shodn¢ snasimi vysledky. Ve studi
Echavarria et al, 2006 byly pomoci PCR detekovany adenovirové druhy, zjejich vysledka
tedy neni mozné urCit konkrétni genotyp, ale nalezeni infekce dvéma adenovirovymi druhy
vnékolika vzorcich, se také shoduji vysledky nasi prace - ve vzorcich kohorty MIDIA byly
nalezeny vjednom vzorku zaroven HAdV31 (fazen k druhu HAdV-D) a HAdV2 (fazen
k druhu HAdV-B). Vzorky studie Echavarria et al, 2006, pochazely ze stérii nosnich sliznic

déti s akutnimi respiraénimi infekcemi z Argentiny (Echavarria et al., 2006).

Enterovirové infekce, ve kterych bylo identifikovano vice nez jeden enterovirovy typ se
v testovanych vzorcich vyskytovaly v 0,06%. Na rozdil od adenoviru, se az na dvojici El11 a
E18 (nalezeno ve dvou vzorcich), nevyskytovala zidna kombinace enterovirovych typi
vicekrat. V literatufe vSak nejsou smésné enterovirové infekce vyznamné diskutovany. Také
pokud porovname pocet riznych adenovirovych a enterovirovych typl, byla patrnd mensi
diverzita v detekovanych HAdAV typech (celkové bylo detekovano 7 riznych typil), na rozdil
od EV typt (celkové bylo nalezeno 24 riznych typt)). To vSak odpovida i celkovému poctu
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typi HAdV, kterych je celkem 67 (Lion, 2014) a typit EV je vice nez 100

(www.picornaviridae.com).

Protoze vzorky kohorty MIDIA byly odebirdny v intervalu jeden mesic, po dobu nékolika let,
bylo mozmé na zikladé¢ zskanych dat zhodnotit sezonni vyskyt adenovirovych a
enterovirovych infekci. Ve vzorcich kohorty MIDIA nebyl prokazan vzorec sezonnosti
vyskytu adenovirovych infekci Lion, 2014 ve svém piehledném clanku popisuje, ze vyskyt
mfekci se 1Sl u imunokompetentnich a imunokompromitovanych pacient, a neni
jednozna¢né, Ze by adenovirové infekce mély sezonni vyskyt. Toto ziSténi potvrzuji
ivysledky studie, kde byly identiflkovany adenovirové infekce ze vzorkl stolic pediatrickych
pacientll s prijmovym onemocnénim a déti bez piiznakii onemocnéni, z Tanzinie (Moyo et
al, 2014). Anm vySe zminovana studie Li et al, 2015 nezaznamenala sezdnnost infekci

adenovirem (Severni Cina).

Vibec nejCastéjSim enterovirovym typem nalezenym ve vzorcich MIDIA kohorty byl CVA2
(vyskytoval se v 15% zcelkového poctu 230 vzorkl), dale byly u vice nez 6% vzorkd
nalezeny typy CVA4, CVA16 a E25. Enterovirové mfekce se v naSich vzorcich vyskytovaly
s patrnou sezonnosti, kdy se zvySujici se trend poctu enterovirovych infekei, zacal objevovat
zaCatkem léta a pokracoval az do konce podzimu. V souladu stimto ziSténim jsou takeé
vysledky studie, kde byly testovany vzorky pochazejici z Némecka (Simonen-Tikka et al,
2011). Vysledky holandské studie také ukazuji jistou sezonnost EV mfekei (Benschop et al.,
2016). Nejcastéji se vyskytujici enterovirové typy se vSak piili§ neshoduji s nasimi vysledky,
Benschop et al., 2016, uvadi jako jedny z nejcastéjSich typii napiiklad: E25, CVA6 ¢i CVA9,
tyto typy zaujimaji 4. az 6. misto v Zebficku nejCastéjSich enterovirovych typii nalezenych ve
vzorcich kohoty MIDIA. Ve vzorcich krvi z finské studie Laitinen et al., 2014, byly popsany
jako nejcastéjsi typy CVBI, CVB2 a CVBe6.

Na vzorcich kohorty MIDIA byl také studovan prubéh infekci adenoviry a enteroviry. Vzorky
kazdého subjektu byly odebirdny v pravidelnych meési¢nich intervalech. U adenovirovych
mfekei je patrné stfidani obvykle 2 adenovirovych typll v pribéhu let. Adenovirové infekce
jednim typem také castéji probihaji v intervalech nékolika mésicti, nejdelsi trvani infekce bylo
pozorovano u HAdV1 a HAdV2, kde infekce byla zaznamenana ve 4 po sobé nasledujicich
vzorcich. Vtomto sméru vidime odhSnost od pribéhu infekci enteroviry. Enterovirové

mnfekce trvaly kratS$i dobu, ale v pribchu let bylo patné Casté stfidani n€kolika rlznych typi
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ve vzorcich jednoho subjektu, vyjimkou nebylo stfidani vice nez 3 sérotypit ve vzorcich

jednoho subjektu.

Pomoci navrzené metodiky pro detekci bakteriofagh bylo moZzné identifikovat vybrané
bakteriofagové skupiny. Detekce bakteriofagli v longitudinainé odebfranych vzorcich finské
kohorty DIPP nevykazuje Zddny dlouhodoby trend. To bylo piekvapujici, protoze napt. studie
Reyes at al., 2010 popsala velmi stabini populace ve stfevé v pribéhu casu, coz se v nasich
vysledcich témét neprojevilo. Zasadni mize byt vtomto ohledu pouzitd metodika, kdy studie
Reyes at al, 2010 pouzivd k identifikaci bakteriofigh ndhodné¢ fragmenty celého genomu,
zatimco detekce bakteriofagh nasi metodou byla zaloZzena na detekci vybranych genti. Pokud
vSak dojde rekombina¢nimi udalostmi ke ztrat¢ tohoto genu, neni bakteriofdig detekovan.
Kvil neustalené¢ klasifikaci studie casto uvadi vyskyty fagovych celedi. Udava se, Zze
nejcastéjsi Celedi nalezenou v mikrobiomu lidského stfeva jsou fagy celedi Siphoviridae,
nasledované celedi Podoviridae (Kim et al, 2011). Ve shod¢ stémito zavéry jsou i nami

ziskané vysledky.

92



5. Souhrn

Byla vytvofena metodika zalozend na NGS, urCend pro detekci a genotypizaci adenovir(,
enteroviri a pro genotypizaci vybranych fagli. Metoda je vytvofend pro hledani vztahu mez
viry a a jejich vlivem na vzik autoimunitnich chorob. Metodu je vSak mozné vyuzit i pro jiné
védecko-vyzkumné tcely.

Metoda byla UspéSné testovand na vzorcich se zndmym adenovirovym a enterovirovym

typem.

Bylo prokdzino, Ze pomoci navrzené metody lze detekovat dva virové typy s nestejnou

kvantitou v jednom vzorku.

Pomoci navrzené metodiky bylo testovano 259 adenovirus-pozitivnich vzorkd  pro
genotypizaci adenoviru a 230 enterovirus-pozitivnich vrozki pro genotypizaci enteroviru

(vzorky pre-diabetické kohorty MIDIA) a podafilo se tyto viry genotypizovat.

Typizace bakteriofagii byla provedena s vybranymi vzorky z pre-diabetické kohorty DIPP a
se vzorky ze studie piipadi a kontrol z Afikky a Asie.
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