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SOUHRN

Cil prace: Zavedeni sekvenace enterovirl jako progresivni
metody umoznujici zafazeni izolovanych vir( podle nové
nomenklatury a detailni posouzeni charakteru izolatu.

Material a metody: Bylo analyzovano 75 vzorkd pochaze-
jicich od 64 pacientl ze 2 pracovist - Krajské nemocnice v
Liberci a Fakultni nemocnice Plzen. Vék sledovanych pacientd
se pohyboval v intervalu od 4 do 54 let, median véku byl 15
let u muzU a 16 let u zen. DGvodem hospitalizace byly u pre-
vazujiciho poctu pacientl intenzivni bolesti hlavy, horecky,
zvraceni, Unava, meningealni priznaky, u dvou pacientd byly
pfiznaky stfevnia u jednoho kozni. VySetfované vzorky byly
vytéry z rekta, krku, mozkomisni moky a stolice. Molekularni
detekce a typizace byla provedena s vyuzitim metody RT-
PCR. Pro typizaci byl vybran usek z nekédujici oblasti 5°RNA.
Vzorky byly amplifikovdny jednokrokovou PCR s vnéjsimi
primery a se stejnymi primery prodlouzenymi o M13 sekven-
ce (Generi-Biotech). Editace, sestava a kvalitativni analyza
sekvenci byla provedena pomoci programu LASERGENE

ABSTRACT
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sequencing as a new approach to the laboratory diagnosis
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Objective: Introducing enterovirus sequencing as an ad-
vanced approach to classify the viruses isolated according to
the novel nomenclature and to characterize isolates in detail.
Material and methods: Seventy-five specimens collected
from 64 patients in two hospitals, Liberec Regional Hospital,
and Plzen University Hospital, were analyzed. The study pa-
tients' age ranged from four to 54 years, with a median of 15
years in males and 16 years in females. In most patients, the
reasons for admission were intense headache, fever, vomit-
ing, tiredness, meningeal symptoms, intestinal symptoms (in
two patients), and skin symptoms (in one patient). The speci-
mens collected were rectal and throat swabs, cerebrospinal
fluid (CSF) and stool specimens. Molecular detection and
typing were performed using the RT-PCR method. A segment
of the 5" non-coding RNA was selected for typing. Specimens
were amplified using single-step PCR with external primers
and with the same primers extended to include M13 sequen-

(DIASTAR). Ziskané sekvence byly vyhodnoceny centralni
databazi sekvenci GenBank pomoci algoritmu BLAST.
Vysledky: V izolatech jsme identifikovali 61 ECHO vir 30,
3 coxsackieviry B, 1 coxsackievirus B3, 1 coxsackievirus A9,
1 enterovirus 86, 1 enterovirus 71, 2 ECHO virus 13/ coxsac-
kievirus B5, 1 ECHO virus 7/30/coxsackievirus B4, 1 coxsac-
kievirus B4/enterovirus B, 1 enterovirus 87/ECHO virus 30/
enterovirus B.a1ECHO virus 3. VSechny izolované viry, mimo
enteroviru 71 patficiho do skupiny A, spadaji do skupiny B.
Zaveér: Enteroviry bylo mozné jednoznacéné identifikovat,
ackoliv byl sekvenovan kratky konzervativni Usek se znacnou
variabilitou. Sekvenace v pIlné mife nahradila blizsi uré¢ovanf
enterovir virusneutralizaci a umoznila detailni posouzeni
izolatl. Prevaha ECHO 30 jako kauzalniho agens vyvoldva-
jiciho aseptické meningitidy je ve shodé s literarnimi udaji.
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ces (Generi-Biotech). The LASERGENE software (DIASTAR)
was used in sequence editing, alignment, and quality check.
The sequences obtained were checked against the central
GenBank sequence database using the BLAST algorithm.
Results: The identification of the study isolates resulted in 61
ECHO viruses 30, three coxsackie viruses B1, one coxsackie
virus B3, one coxsackie virus A9, one enterovirus 86, one
enterovirus 71, Two ECHO viruses 13/coxsackie virus B5, one
ECHO virus 7/30/coxsackie virus B4, one coxsackie virus B4/
enterovirus B, one enterovirus 87/ECHO virus 30/enterovirus
B, and one ECHO virus 3. All viruses isolated, except entero-
virus 71 classified into group A, were of group B.
Conclusion: The enteroviruses were identified unambigously,
although the sequencing only targeted a short, conserved
segment that showed considerable variability. The sequenc-
ing was an effective alternative to enterovirus identification
by the neutralisation test and allowed for detailed charac-
terization of the isolates. The predominance of ECHO 30 as
the cause of aseptic meningitis is in accordance with the
literature data.
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uvob
Enteroviry odvozuji své oznaceni od schopnosti replikovat
se v epitelidlnich bunikach zazivaciho traktu a patii mezi
hlavni vyvolavatele virovych neuroinfekci v détském
véku. Jejich virova RNA obsahuje pfiblizné 7 400 para
bazi a genom koéduje 11 proteinii. V soucasnosti maji
enteroviry jiz vice nez 100 riznych zastupcii, ktefi jsou
zaclenéni do Celedi Picornaviridae. Enteroviry byly pivodné
rozdéleny do 5 skupin: coxsackieviry A (CAV - 23 sérotypii)
a coxsackie viry B (CVB - 6 sérotypil), polioviry (PV - 3
sérotypy), ECHO viry (E - 28 sérotypil) a enteroviry (EV)
68-71. Tato Kklasifikace byla vytvofena na zakladé virové
struktury, typu permisivni tkanové kultury a spektru
vyvolavanych onemocnéni a klinickych pfiznakd. V sou-
Casnosti je klasifikace zaloZena na struktufe genomu viru
a enteroviry se déli do 4 skupin: A, B, CaD.
1. Skupina A: EV71, CVA16, CVA2-8, CVA10, CVA12, CVAl6
EV89-92
2. Skupina B: CVA9, CVBI1-6, vétSina echovirli a nékteré
nové EV
3. Skupina C: PV1-3, vétSina CVA a nékteré nové EV
4. Skupina D: EV68, EV70 a EV94

Enteroviry jsou zafazeny do téze skupiny (téhoZz séroty-
pu) za pfedpokladu, Ze v proteinu VP1 (zevni, imunodo-
minantni kapsidovy protein) je dosazeno minimalné
75% nukleotidové shody. Pravé molekularni typovani
otevielo cestu k objevu fady novych enterovirti. Projevy
enterovirovych infekci maji Siroky rozptyl - od benig-
niho kratkého horecnatého onemocnéni (vice nez 90 %
infekci) az po zavazné, zZivot ohrozujici stavy. Enteroviry
vyvolavajifadu klinickych obrazéi a syndroma (syndrom
ruka-noha-usta, herpangina, myokarditida, kardiomyo-
patie, pleurodynie, hepatitida atd). Patfi k neurotropnim
virim, proto jsou téméf vzdy zaznamenany neurologické
komplikace onemocnéni. Jejich §kala je pomérné Siroka
- od aseptickych meningitid pfes pareticka onemocnéni
gické komplikace byly popsany u poliovirc 1-3.

V CR byl v letnim obdobi roku 2013 zaznamendan narist
pacientdl hospitalizovanych s bolestmi hlavy, horeckou,
meningeadlnimi pfiznaky, nauzeou a zvracenim. Podle
dajh z databaze EPIDAT bylo v roce 2013 zachyceno nej-
vice pfipadi virové meningitidy zplisobené enteroviry
od roku 2004.

MATERIAL A METODY

1. Klinicky material: sbér probihal od Cervna do listo-
padu 2013 a byl podminén relativné vysokym vyskytem
enterovirovych aseptickych meningitid. Materidly byly
do SZU zaslany ze 2 pracovist - z Krajské nemocnice,
a. s., Liberec a z Fakultni nemocnice Plzen. Jednalo
o mozkomi$ni moky, vytéry z rekta, vytéry z krku a sto-
lice. VSichni pacienti z liberecké nemocnice méli by-
dlisté v okrese Liberec, biologicky material byl zaslan
jednorazoveé. Pacienti z Plzné byli ze 4 okrest Plzeniského
kraje; jejich onemocnéni probihala v celém sledovaném
obdobi.

2, Zpracovani materialu: U libereckych pacientl byl
k vySetfeni pouzit materidl bez pfedchozi izolace na
tkanovych kulturdch. Jednalo se o 11 mozkomisnich
mokt (MM) a 1 stolici. Z FN Plzen bylo zaslano celkem
63 vzorkl od 53 pacientd - 46 vytérl z rekta, 11 MM,
2 stolice a 4 vytéry z krku. U 44 pacientdl byl vySetifen
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pouze jeden vzorek - vytér z rekta, MM nebo stolice.
U 8 pacientd byly vysetfeny 2 vzorky - z toho u 6 vytéry
z rekta a MM, u 2 vytéry z krku a rekta. U jednoho pa-
cienta se podarily vySetfit dokonce 3 materidly - MM,
vytér z krku a rekta. U vSech téchto materialt probéhla
na pracovisti Ustavu mikrobiologie EN v Plzni izolace viru
na tkanovych kulturach - LEP a VERO. Mimo jednoho
materidlu byl u vSech cytopaticky efekt na tkarnovych
kulturach LEP. U 51 vzorkl byl objeven cytopaticky efekt
jiz v 1. pasazi, u 11 vzorkdl aZ v 2. pasazi. Jen u jednoho
vzorku byl cytopaticky efekt pozorovan i v 2. pasazi na
tkaniovych kulturach VERO a u jednoho jen v 1. pasazi
VERO 3. Molekularni detekce a typizace byla provedena
v NRL pro enteroviry (SZU) s vyuzitim metody RT-PCR
[1,3]. Pro typizaci byl vybran tsek z nekédujici oblasti
5'RNA. Vzorky byly amplifikovany jednokrokovou PCR
s vnéjSimi primery vychazejicimi z publikace [1] a se
stejnymi primery prodlouzenymi o M13 sekvence (Generi-
Biotech). Vzorky z Liberce byly vySetfovany pfimo bez
kultivace, vzorky z Plzné byly nejdtive kultivovany v bu-
nécném systému LEP [2]. Celkova RNA byla extrahovana
pfimo z 200 ml moku, suspenze stolice nebo tkarnového
izolatu. Pét mikrolitrii tohoto izolatu RNA bylo pouZito
pro amplifikaci v celkovém objemu 25 pl [1]. Nasledné
byly jednotlivé vzorky zkontrolovany elektroforézou,
zda obsahuji amplifikacni produkt o 197 bp. Po prvnim
procisténi byly provedeny dalsi amplifikace se stejnymi
primery a nasledovalo druhé ¢isténi. Ziskané izolaty byly
podrobeny parcialnimu sekvenovani na ptistroji ABIL
PRISM 3130 xL (APPLIED BIOSYSTEMS). Editace, sestava
a kvalitativni analyza sekvenci byly provedenya pomoci
programu LASERGENE (DIASTAR). Ziskané sekvence
byly vyhodnoceny centralni databazi sekvenci GenBank
pomoci algoritmu BLAST.

VYSLEDKY

V nasi studii bylo analyzovano 75 vzorki pochéazejicich od
64 pacientl ze 2 pracovist - z Liberce a Plzni. Vék sledo-
vanych pacientdi se pohyboval v intervalu od 4 do 54 let,
median véku byl 15 let u muZz a 16 let u Zen. Diivodem
hospitalizace 11 pacientii z Liberce byly intenzivni
bolesti hlavy, horecky, zvraceni, inava, meningealni
priznaky. Lékafi diagnézu vSech téchto pacientdi uzavieli
jako aseptickou meningitidu. U 10 pacienti onemocnéni
zplsobil ECHO virus 30. Pouze u 1 pacienta byl vysledek
sekvenace ECHO virus 3. ECHO virus 30 i 3 patfi do kla-
sifika¢ni skupiny B.

Z 53 plzeiiskych pacientti byly u 50 pacientti divodem
hospitalizace neurologické potiZe, u dvou pacientd stfev-
niaujednoho kozni potiZe. Pouze jeden z pacient mél
jak neurologické, tak stfevni pfiznaky. Jako asepticka
meningitida bylo onemocnéni oznaceno u 22 pacientd,
v jednom ptipadé jako encefalitida a v dal$im piipadé
jako meningitida s gastroenteritidou. U 2 pacient by-
la diagnézou gastroenteritida, u 1 kozni vyrazka. U 20
pacientl nebyla splnéna kritéria diagnézy asepticka
meningitida, nebot v mozkomisnim moku nebyl odpo-
vidajici laboratorni nalez, tzn. pleocytéza s prevahou
mononukleart (fadové desitky az stovky/mm?), mirné
zvySena nebo normalni bilkovina a normalni mnozstvi
glukoézy. Jejich zavérecnymi diagnézami byla bolest
hlavy, meningismus, horecka, nauzea, zvraceni, virové
onemocnéni nervové soustavy ¢i virové infekéni onemoc-
néni. V izolatech jsme identifikovali 51 ECHO virl 30,
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Tabulka 1. Zakladni udaje o vySetfenych pacientech (muzi) s prokazanou infekcim ECHO virem 30 (lokalita Plzeri)
Table 1. Basic data on male patients diagnosed with ECHO virus 30 (Plzen hospital)

Rocnik Pohlavi Druh materialu Kéd diagnézy Projevy onemocnéni

2007 M vytér z rekta R29, R51, R51 bolest hlavy, meningismus, horecka
1994 M stolice A870, R509 meningitida

1999 M mok, vytér z rekta A870, R509 meningitida

1997 M vytér z krku R51, R291, R509 bolest hlavy, meningismus, horecka
1999 M vytér z rekta R51, R11, R509 bolest hlavy, nauzea, zvraceni, horecka
1996 M vytér z rekta A870, R291 meningitida

2000 M vytér z rekta A099, R509 gastroenteritida

2000 M vytér z rekta R51, R509 bolest hlavy, horec¢ka

1996 M vytér z rekta R51, R219, R509 bolest hlavy, meningismus, horecka
1984 M vytér z rekta A870,R1 meningitida

1999 M mok, vytér z rekta, vytér z krku A878, R291 meningitida

1998 M mok, vytér z rekta A870, R509 meningitida

1997 M vytér z rekta A870, R509 meningitida

1998 M vytér z rekta A870, R509 meningitida

1998 M vytér z rekta R291, R51, R509 meningismus, bolest hlavy, horecka
1999 M vytér z rekta R11, R51, R509, JO39 nauzea, zvraceni, bolest hlavy, horec¢ka, tonzilitida
1961 M vytér z rekta A850, R509 encefalitida

2002 M vytér z rekta B349, R291 virové infekéni onemocnéni, meningismus
1997 M vytér z rekta A870, R51 meningitida

1996 M vytér z rekta R51, R11, R509 bolest hlavy, nauzea, zvracenf, hore¢ka
2010 M vytér z rekta A870, R509 meningitida

2003 M vytér z rekta A099, R509 gastroenteritida

2007 M vytér z rekta R51, R11, R509 bolest hlavy, nauzea, zvraceni, horecka
2003 M mok, vytér z rekta R509, A099, A879 meningitida, gastroenteritida

2007 M mok, vytér z rekta A870, R291, R meningitida

1971 M mok A870, R509 meningitida

1997 M stolice R51 bolest hlavy

2006 M vytér z rekta A870, R509 meningitida

1995 M vytér z rekta, vytér z krku R51, R219, R509 bolest hlavy, meningismus, horecka
1997 M vytér z rekta R51, R291, R509 bolest hlavy, meningismus, horecka
1998 M vytér z rekta R51, R11, R509 bolest hlavy, nauzea, zvraceni, horecka

3 coxsackieviry B1, 1 coxsackievirus B3, 1 coxsackievirus
A9, 1 enterovirus 86, 1 enterovirus 71, 2 ECHO virus 13/
coxsackievirus B5, 1 ECHO virus 7/30/coxsackie virus B4,
1 coxsackievirus B4/enterovirus B, 1 enterovirus 87/ECHO
virus 30/enterovirus B. VSechny izolované viry, mimo en-
teroviru 71 patficiho do skupiny A, spadaji do skupiny B.
Skupina enterovirt patfik velmi variabilnim virim, coz
potvrzuje i vysoka proménlivost izolatli. Na zdkladé nami
ziskané sekvence bylo mozné enteroviry jednoznacné
identifikovat. PfestoZe se jednalo o kratky konzervativni
usek, byla zde pozorovana vysoka variabilita, a proto
jsme se pokusili o fylogenetickou analyzu. Ackoliv se
jednalo o nekédujici oblast, bylo mozné na jejim zakladé
vSechny izolaty prevazujiciho enteroviru ECHO virus
30 ptifadit do genotypu IV-VI bez dalsiho rozliSeni [4].
V soucasné dobé je popisovano 7 genotypi ECHO viru
30 (v roce 2009 to byly pouze 4 genotypy), ale jednotna
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Klasifikace zatim neexistuje [4, 10]. Pro dalsi upfesnéni
je tfeba sekvenovat tsek VP1, VP4,
Zakladnitidaje o pacientech jsou shrnuty v tabulkach 1-4.

DISKUSE

V minulosti se pro zakladni vySetfovani enteroviri po-
uzivala pouze klasicka virologicka metoda - izolace na
tkanovych kulturach. Izola¢ni metoda je samoziejmé sta-
levhodn4, ale jen 65-70 % enteroviril 1ze vykultivovat [5].
Identifikace sérotypu (taxonomicka jednotka, ktera byla
zaloZena na schopnosti mikroorganismu reagovat s pro-
tilatkami zaméfenymi proti sérotyp specifickym neutra-
liza¢nim mistim na proteinech) enterovird se nasledné
provadéla virus neutraliza¢nim testem se zvifecimi anti-
VP1 protein - hlavni zevni, imunodominantni kapsidovy
protein, ktery obsahuje mnozZstvi neutraliza¢nich oblas-
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Tabulka 2. Zékladni Gidaje o vySetfenych pacientech (Zeny) s prokdzanou infekcim ECHO virem 30 (lokalita Plzen)

Table 2. Basic data on female patients diagnosed with ECHO virus 30 (Plzen hospital)

Roénik Druh materialu Kéd diagnézy Projevy onemocnéni

1999 vytér z rekta A878, R509 meningitida

1979 mok, vytér z rekta A841, R509 meningitida

1997 vytér z rekta R51, R291, R509 bolest hlavy, meningismus, horecka

2002 vytér z rekta R291, B349, R509 meningismus, virové onemocnéni NS, horecka

1996 vytér z rekta R291, R509 meningismus, bolest hlavy

1997 vytér z rekta A870, R509 meningitida

2003 vytér z rekta R11, R509 nauzea, zvraceni, horecka

1991 vytér z rekta A870, R509 meningitida

2002 vytér z rekta R219, R509 meningismus, horecka

2001 mok A870, R509 meningitida

2005 vytér z rekta R509, R11, R291, JO39 nauzea, zvraceni, meningismus, horec¢ka, akutnf tonzilitida
2006 vytér z rekta R51, R291, R509, R11 bolest hlavy, meningismus, nauzea, zvraceni, horec¢ka

ti. Pfedpokladalo se rovnéz, ze sekvence VP1 proteinu  znacné manifestovat a odbér je pak proveden relativné
koresponduji se sérotypy. Pozdé&ji v§ak bylo zjisténo, Ze  pozdé - naproti tomu vzorky z GIT mohou byt odebirany
stejny sérotyp maji napi. coxsackieviry All a Al5 nebo od 5.-16. dne od zac¢atku prvnich piiznaka [9]. U skupiny
coxsackieviry Al3 a Al8, tzn. Ze jejich protilatky reaguji  pacientl s negativnim nalezem v moku, ale s pozitivnim
se stejnymi neutraliza¢nimi misty [6]. Sérotypy ente- priikazem ve stolici lze do urcité miry polemizovat o tom,
rovirQ 68-71 nebylo mozno viibec klasickym schématem zda etiologickym agens byl opravdu pravé uréeny entero-
pfineutralizaci antiséry jednoznac¢neé zachytit. Tradicni  virus. Na podkladé klinickych projevl téchto pacientii
metody neutralizace pomoci zvifecich antisér tedy po- a vzhledem k epidemiologickym souvislostem se do-
stradaji takovou citlivost, kterou enteroviry vyzaduji. mnivame, Ze ze stolice izolovany enterovirus ptvodcem
Neutraliza¢ni reakce jsou nepiesné, casové a laboratorné onemocnéni byl, avSak mirnéjsi prabéh infekce nebyl
naro¢né, a proto jsou postupné nahrazovany sekvenaci provazen zménami v mozkomiSnim moku. Z tohoto
[7]. Pro urceni izolatd je béZné uzivin predevsim VP1 thlu pohledu je vySetfeni stolice u pacientd s uvedeny-
protein a jeho sekvence [1, 6], urceni lze provést i podle mi pfiznaky velmi dllezité. Z hlediska pohlavi v nami
sekvenci VP4 proteinu [7, 8]. Pro dalsi upfesnéni je vSak analyzovaném souboru prevladali muzi na rozdil od ji-
tfeba sekvenovat isek VP4, nych sledovani [9], kde bylo onemocnéni rozdéleno mezi
VySetfovanymi materidly v nasi praci byly mozkomi$ni pohlavi viceméné rovnomeérné. Tento fenomén bude
moky, stolice, vytéry z rekta a krku. U vzorki z gastro- pravdépodobné nahodny, ackoliv se o podobném véko-
intestinalniho traktu (GIT) byla prokazana vyssi zachyt-  vém rozdéleni u nas psalo uz roce 2010 [11]. Pro tispésnou
nost virové RNA nezli vmozkomi$nich mocich. Moznym sekvenaci se jako vhodné&jsi osvédcily izolaty z tkariové
dlivodem nizsiho mnozZstvi enterovirové RNAv MM mtze kultury, coz jednoznacné potvrzuje pretrvavajici vyznam
byt i doba odbéru. Mok by mél byt odebran do 2 dnti od  izolace viru v bunécném kultivaénim systému. Rozborem
zacatku onemocnéni, coz mlZe pfedstavovat problém, prezentovaného souboru bylo dale zjiSténo, Ze vice nez
nebot se onemocnéni v tak kratké dobé nemusi jedno- 85 % onemocnéni bylo zptisobeno ECHO virem 30. Tento

Tabulka 3. Zakladni udaje o vysetfenych pacientech (muzi i Zeny) s prokazanou infekci ECHO virem 30 (lokalita Liberec)

Table 3. Basic data on male and female patients diagnosed with ECHO virus 30 (Liberec hospital)

Roénik Pohlavi Druh materialu Kéd diagnézy Projevy onemocnéni
2002 F mok, stolice A879, R509 meningitida
1987 F mok A897 meningitida
2000 F mok A870, R509 meningitida
1997 M mok A870, R509 meningitida
2001 M mok A870 meningitida
1988 M mok A879 meningitida
1985 F mok A879 meningitida
2008 M mok A870, R51 meningitida
1995 M mok A879 meningitida
1992 F mok A879 meningitida
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Tabulka 4. Zakladni udaje o vySetfenych pacientech (muzi i Zeny) s prokazanou infekci ostatnimi enteroviry

Table 4. Basic data on male and female patients diagnosed with other enteroviruses

Rocénik Pohlavi Druh materiélu Kéd diagnézy Projevy onemocnéni Vysledek

1992 M mok A879 meningitida ECHO 3

2006 M vytér z rekta R291, R509 bolest hlavy, meningismus Enterovirus 71

1998 M mok A878 meningitida COX A9

1981 F mok, vytér z rekta A870, R509 meningitida COXBI

1994 M vytér z rekta A870, R509, R11 meningitida ECHO 7/30, COX B4

2010 M vytér z rekta, vytér zkrku | R21,J069 kozni vyrazka, respirani onemocnéni ECHO 13, COX B5

2001 M mok A878 meningitida Enterovirus 86

1978 F vytér z rekta B349, R509 virové onemocnéni NS, horecka COX B1

2000 M vytér z rekta R51, R219, R509 bolest hlavy, meningismus, horecka COX B3

1985 F vytér z rekta G35, GO39 meningitida, roztrousena skleréza COX B4, enterovirus B

2004 M vytér z rekta R51, R291, R509, R51 bolest hlavy, meningismus, horecka, enterovirus 87, ECHO 30,
enterovirus B

virus byl a je velmi castou pri¢inou epidemii aseptickych
meningitid v mnoha oblastech svéta [8, 10, 11], v tomto
smyslu byly nase vysledky ve shodé s literarnimi udaji.
Diivodem opakujicich se epidemii jsou pak bodové mu-
tace v genech kédujicich prfedevsim VP1 protein.
Enteroviry jsou nejcastéjsim plivodcem aseptickych me-
ningitid. Jejich detailni analyza, kterou sekvenovani
umoznuje, vyznamneé prispiva jak k upfesnéni labora-
torni a klinické diagnézy, tak i k epidemiologickému
sledovani.
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