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Vyuziti molekularné biologickych metod v diagnostice virovych gastroenteritid

Using molecular biological methods in the diagnosis of viral gastroenteritis

Tomas Zajic, Martin Kracik

— Souhrn

V Ceské republice nepatii molekularné biologicky prilkaz piivodcii virovych gastroenteritid ke standardnim vy-
Setfenim. V zahrani¢i je vSak tato metoda povaZovédna za zlaty standard. V na$i studii jsme porovnavali béZzné
vyuZzivanou imunochromatografii (priikaz antigenu) s multiplexni PCR. Bylo vysetieno celkem 69 vzorku stoli-
ce, u kterych se podafilo zvysit celkovy zachyt pivodcd o 35 % a v urcitych skupinach pacientd az o 57 %.
Vysledky studie by mély poslouzit k zamysleni o vyuziti molekuldrné biologickych metod v priikazu ptivodct
virovych gastroenteritid a také ke zvySeni povédomi o této skupiné onemocnéni, u které je celd fada otazek stéle
nezodpovézena.

In the Czech Republic, molecular biological detection of viruses causing gastroenteritis is not routinely used.
Nevertheless, in other countries, this method is considered as a gold standard. In the present study, immunochro-
matography (antigen detection), a commonly used method, was compared with multiplex polymerase chain reac-
tion (PCR). Sixty-nine stool samples were analyzed and a 35% to 57% higher overall detection rate of the caus-
ative agents was achieved. The study results should support the potential for use of molecular biological methods
in the detection of viruses causing gastroenteritis and should enhance the awareness of these infections where

a number of questions remain unanswered.
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UvVOD

Dle oficidlnich statistik (EPIDAT) je v CR pocet enteritid
virové etiologie mnohem niZsi neZ enteritid bakterialnich.
Skute¢nost viak miliZe byt zcela opacna. Rada pfipadd se
totiz do statistik nedostane. Pri¢inou je nekomplikovany
prabéh onemocnéni a maly zajem jak laické, tak odborné
vefejnosti. Dlivodi proc€ trvat na spravné diagnostice je vSak
cela rada. Tézké prubehy sice nejsou v rozvinutych zemich
Casté, presto se vyskytuji a ani imrti na tato onemocnéni
nejsou raritou. Data ziskana lepsi diagnostikou lze vyuzit
pro sledovani spektra ptivodci, jejich chovani, urovani cest
prenosu a moznosti prevence a 1écby. Pomineme-li biome-
dicinskou stanku onemocnéni, lze spravnou diagnostikou
napomoci k feSeni socioekonomickych problémi, které
nemoc zpusobuje.

V soucasnosti mohou byt piivodci virovych gastroen-
teritid identifikovani pomoci elektronové mikroskopie,
ELISA metody, imunochromatografickym testem a PCR.
Elektronova mikroskopie je rychla, neselektivni metoda,
umoziujici prikaz vird pomoci morfologické identifika-
ce. Pro rutinni diagnostiku je ale naro¢na na vybaveni a fi-
nan¢ni prostfedky. Metoda ELISA je pro zavedenou labo-

ratof prakticky bez nakladl na vybaveni, cena testl a na-
ro¢nost na provedeni je stfedni. Priikaz antigenu imuno-
chromatografickym testem je nejjednodussi metoda na pro-
vedeni s nejniz§imi poZadavky na vybaveni. Citlivosti se
pohybuje na urovni metody ELISA a je levnéjsi [1, 6, 7, 8,
9]. PCR je v zahrani¢i povazovana za zlaty standard [2].
Disponuje nejlepsi citlivosti a specificitou ze zminénych
metod, ale ma vysSi naroky na vybaveni laboratofi. Za-
kladni cena testu je jen mirné vyssi. Citlivost ELISA vs.
PCR v diagnostice norovirt je 37-81 % [1, 2, 3, 4, 5, 10,
11]. Evropska multicentricka studie udava pfi vySetieni
2672 vzorka citlivost 44 % oproti PCR pfi pouziti ELISA
soupravy RIDASCREEN (R-Biopharm), resp. 59 % pfi
pouziti ELISA soupravy IDEIA (Oxoid, Thermo Fisher
Scientific) [2]. Pro imunochromatografii plati obdobna ¢is-
la, ndmi nalezeny rozptyl citlivosti oproti PCR je 48—85 %.
[1,6,7,8,9]

V nasi studii jsme porovnavali v Ceskych laboratotich
rozSifenou imunochromatografii pro priikaz adenovird, ro-
tavirdt a norovird s multiplexni end-point PCR. PCR sou-
prava umoZznovala prikaz péti ptivodct virovych gastroen-
teritid: noroviry genoskupin I a II, rotaviry, adenoviry
a astroviry. Vysledky studie by mély poslouZzit k zamysle-
ni nad vyuZitim molekularné biologickych metod k priikazu
plvodct virovych gastroenteritid a k posouzeni, zda neni
zavedeni této metody ve vztahu k investicim jak financ-
nim, tak persondlnim pfiliSnym luxusem.
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MATERIAL A METODY

Sbér vzorki

Vzorky stolice byly vybirany z materiali doruc¢enych do
laboratote k rutinni diagnostice virovych gastroenteritid.
U nemocnic¢nich pacientll byly vzorky odebrany do néko-
lika hodin od zacatku klinickych pfiznakd. Vzorky
z epidemickych vyskytl pak v reZimu dnti az tydna od prv-
nich pfiznaki. Studie byla provedena na 69 vzorcich zis-
kanych od riznych odesilateld. 30 vzorkl bylo odeslano
z infekéniho oddéleni Krajské nemocnice Liberec, a.s., 21
vzorkl z protiepidemického odboru Krajské hygienické
stanice Liberec a 18 vzorku z ostatnich oddé€leni liberecké
nemocnice. Jednalo se o vzorky, které vyS$ly negativni
v imunochromatografickych testech na prikaz tii zaklad-
nich ptivodct (noroviry, rotaviry, adenoviry) a nebyla zjis-
téna jina pfiCina potizi - bakterialni ptivodce, nespecificky
stfevni zanét, apod. - nebo ndm nebyl zndm klinicky stav
pacienta. Pro potfeby studie byly vzorky skladovany pfti
teploté -70 °C.

Imunochromatografie

Pro diagnostiku imunochromatografickym testem byly
vyuzity soupravy Immunoquick: Adenovirus, Rotavirus
combo (Biosynex) a Immunoquick: Norovirus (Biosynex).
VySetfeni bylo provedeno ihned po pfijeti vzorku do labo-
ratofe dle ptibalovych instrukci.

Priprava vzorku a izolace RNA

7 50-100 pg stolice byla pfipravena suspenze pridanim 500
ul virologického transportniho média (UTM-RT COPAN).
Suspenze byla centrifugovana v 1,5 ml mikrozkumavkach
po dobu 10 min pii 15 000 g. Izolace RNA byla provedena
z 150 pl supernatantu soupravou GeneProof Pathogen Free
RNA TIsolation Kit (Geneproof) dle navodu.

Reverzni transkripce a multiplex end-point PCR

Thned po izolaci byla spusténa reakce reverzni transkripce.
Pouzita byla souprava RevertAid First Strand cDNA Syn-
thesis kit (Fermentas). Reak¢éni smés: reakéni pufr 4 pl,
dNTP 2 pl, ndhodny hexamer 1 pl, RevertAid 1 pl, Ribo-
Lock 1 pl, izolovand RNA 11 pl. Program: 1 cyklus 25 °C
5 min, 1 cyklus 42 °C 60 min. Multiplex PCR bylo prove-
deno soupravou Seegene Diarrhea-V PCR kit (Seegene).
Reak¢ni smés: Multiplex master mix 10 pl, primery 4 pl,
8-MOP 3 ul, cDNA 3 pl. Program: 1 cyklus 94 °C 15min,
40 cykla 94 °C 0,5 min, 60 °C 1,5 min, 72 °C 1,5 min,
findlni extenze 72 °C 10 min. Produkty PCR byly deteko-

Tabulka 1: DISTRIBUCE POZITIVNICH NALEZU

vany metodou kapilarni elektroforézy v pristroji MultiNA
(Shimadzu).

VYSLEDKY

Podafilo se ndm urcit ptivodce virovych gastroenteritid u 25
z 69 imunochromatograficky negativnich vzorkd. Z toho
24 vzorki obsahovalo 6 krat noroviry genoskupiny I, 20krét
noroviry genoskupiny II. Ve dvou pfipadech §lo o dualni
infekci obou genoskupin. V jednom vzorku se podafilo
zachytit astrovirus, ktery nebyl imunochromatograficky tes-
tovan. Multiplex PCR je tedy o 35 % citlivéjsi nez imuno-
chromatografické testy a nabizi moznost detekovat vetsi
mnozstvi pivodci. Distribuci pozitivnich nilezti dle mista
puvodu vzorku popisuje tabulka 1.

DISKUZE

Vysledky nasi studie potvrdily vyssi citlivost metody PCR,
ktera odpovida hodnotam uvedenym v zahrani¢ni literatu-
fe. Vyrazny rozptyl navySeni citlivosti u jednotlivych sku-
pin vzorki dle piivodu je dan pravdépodobné typem paci-
enta, ktery je pro tyto skupiny typicky. U pacientt, jejichz
vzorky byly odeslany z infekéniho oddéleni, je nejvyssi
podezieni na virovou etiologii. Tito pacienti jsou vétSinou
bez komorbidit a vykazuji typické ptiznaky virové gast-
roenteritidy. Jedna se tedy o skupinu idealni pro porovna-
vani citlivosti jednotlivych metod. ZvySeni citlivosti 0 37 %
u této skupiny je nejrelevantnéj$im ddajem nasi studie.
Pacienti z jinych nemocni¢nich oddé€leni byli vétSinou pfi-
jati do nemocnice z jinych diivodl neZ akutni gastroenteri-
tida a jeji pfiznaky se u nich objevily béhem hospitalizace.
Byli ¢asto polymorbidni a ve vét§iné pripadi 1éCeni antibi-
otiky. Navic na Zadném oddéleni nemocnice nebyl zazna-
menan epidemicky vyskyt gastroenteritid. Prijem u paci-
entd byl tedy pfipisovan dysmikrobii po 1é¢bé antibiotiky.
Odpovidd tomu i malé mnoZzstvi (2) pozitivnich vzorka.
Posledni skupina pacientli byla spojena se dvéma epide-
mickymi vyskyty gastroenteritid. Vysoké procento (57 %)
imunochromatograficky faleSné negativnich vzorkl je
v tomto pfipadé nejspiSe zpusobeno pozdnim odbérem
vzorkl, kdy koncentrace virovych partikuli klesla pod de-
tekéni mez imunochromatografickych testd.

Zajimavé je spektrum patogenti zachycenych v nasi
préaci. Absence rotavirt je zfejmé zplisobena vékovym roz-
loZenim pacientli, kdy prakticky chybi déti. Pouze u vzor-
kt z lokalnich epidemickych vyskytd se jednalo o Skolni
kolektivy. Niz§i vékové kategorie pacientll jsme bohuZzel
nemohli zaradit do této studie vzhledem k téméf nulovym
pozadavkiim o vySetfeni stolice na pfitomnost norovirt.

Pivod noro. Gl noro. Gll astro. pozitivnich celkem %
infekéni odd. 0 10 1 11 30 37
epidemiologie 6%) 87%) 0 12 21 57
jind nemocniéni odd. 0 2 0 2 18 11
Celkem zachytl 6 20 1

*) 2x pacient s dudlni infekci
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Pfitom dle evropskych spole¢nosti ESPHGAN/ESPID jsou
noroviry etiologicky druhé nejcastéjsi agens prijmovych
onemocnéni u déti véetné téch nejmensich (na prvnim misté
jsou praveé rotaviry) [12]. Zastoupeni noroviri pak mtze
sv&dcit o zna¢ném poddiagnostikovani v CR, coZ by i od-
povidalo udajiim ze zahranici, kdy se v souvislosti s noro-
viry, zejména GIL.4, hovoii aZ o pandemii [13]. V akutni
fazi gastroenteritidy by mélo byt ve stolici pfitomno fado-
vé alespoii 10° virovych partikuli na ml stolice. To je mnoz-
stvi, které by nemélo byt problémem ani pro metody s niZsi
citlivosti. Vyrazny rozdil v zachytu patogenu metodou PCR
oproti imnunochromatografii a metodé ELISA by mohl byt
zpusoben napfiklad proménlivou virovou néaloZi v jednot-
livych stolicich pacienta, nebo jejim rychlym poklesem
v dobé odeznivani akutni faze.

U norovird je znamo, Ze pro nékteré genotypy je az
20 % bélosské populace rezistentni [14]. Jednd se o tzv.
non-sekretory, tedy osoby, které maji nefunkéni gen pro
fukosyl transferdzu a nemaji na slizni¢nich povrsich a v se-
kretech obsazeny komponenty ABH systému. ABH sys-
tém pravdépodobné souvisi s receptorem pro noroviry. Tito
lidé tedy mohou vylu¢ovat malé mnoZstvi norovird, ale sami
neonemocni. V tomto pfipadé spravné pozitivni vysledek
PCR neodpovida etiologii klinickych obtiZi. Zarovei to ale
neznamend, Ze by rezistentni osoby nemohly byt zdrojem
infekce pro své okoli, a¢ s pravdépodobnosti mnohem niZsi.

Drive nebyly metody molekularni biologie vyuzivany,
predevsim z diivodu finanéni naro¢nosti. Dnes jsou vSak
metody ELISA a PCR finan¢né srovnatelné jak ve vykazo-
vani pojiStovnam, tak v nékladech pro laboratof, imuno-
chromatografie pak vychazi asi tfikrat levnéji v obou para-
metrech.

ZAVER

V podminkach rutinni laboratorni diagnostiky virovych
gastroenteritid je zafazeni metod molekularni biologie
vhodné. Z naSich vysledkt vyplyva zfetelné zlepSeni za-
uziti téchto metod pfi epidemickych vyskytech, kdy je k dis-
pozici pouze materidl z pozdéjSiho odbéru, ¢i vytér z rekta
misto stolice.

Tato préace byla financovana z fondu védecké rady KNL a.s.
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