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Parcialni sekvenace jako novy pristup sérotypizace adenovirl

Partial sequencing: a new approach to adenovirus serotyping

Helena Jifincova

— Souhrn

V sez6né 2013/14 byly dominujicim respiracnim patogenem adenoviry (hAdV). Adenoviry jsou pomérné bohata
skupina virti obsahujicich dle soucasné klasifikace 60 sérotypli. VétSina z nich je spojovana s mnoha rtiznymi
mirnymi onemocnénimi od respiracnich, pies gastroenteritidy az po encefalitidy. Pouze nékteré sérotypy vyvola-
vaji zdvazné infekce s tendenci k lokalnim epidemiim.

Pro majoritni vyskyt jsme pfistoupili k charakterizaci hAdV v sentinelovych materidlech. Namisto klasické séro-
typizace byla pouZita metoda parcidlniho sekvenovani tiseku hexonového genu o velikosti cca 800 part bazi. Na
zakladé BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) analyzy bylo provedeno systematické zarazeni u celkem
27 materialt z celkového poctu 52 vzorkl. V ramci klasifikace bylo nalezeno pouze 5 sérotypt (3B, 2C, 1C, 7B,
4E). Naprosto prevazujicim sérotypem byl hAdV 3B, ktery byl prokdzan v 63 % sekvenovanych materialt.
V souvislosti s adenovirovym onemocnénim udavali téméf vSichni nemocni rymu, horecku s teplotou nad 38 °C
a kaSel. Zhruba polovina nemocnych trpélo bolesti hlavy a malatnosti. Nebyly prokazany zZadné sérotypy davané
do souvislosti se zdvaznym onemocnénim, coz odpovida vybrané kohorté pacient. Nejméné u poloviny materia-
14 byl sérotyp urcen piimo z klinického materidlu bez predchozi izolace.

Lze tedy shrnout, Ze sérotypizace /genotypizace provedend na zaklad¢ parcidlniho sekvenovani hexonového genu
s pouzitim ,,nested** (vnofenych) primert nevyzaduje izolaci viru na tkanové kultufe. Metoda je dostupna a efek-
tivni pfi charakterizaci adenovirt.

In the season 2013/14, the predominant respiratory pathogen was adenovirus (hAdV). Adenoviruses are a rela-
tively large family of DNA viruses consisting of 60 serotypes classified into seven groups. Most of them are asso-
ciated with many various mild diseases from respiratory infections through gastroenteritis to encephalitis. Some
serotypes only cause severe infection with a tendency towards local outbreaks.

We have implemented the classification of hAdV in sentinel samples. Instead of conventional serotyping, partial
sequencing of the approximately 800 pb segments of the hexon gene was used. Based on the BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) analysis, 27 of 52 samples were fitted into the current classification system. Only five
serotypes were found (3B, 2C, 1C, 7B, 4E). The clearly prevailing hAdV serotype was 3B, detected in 63 % of the
samples sequenced. Nearly all patients with adenovirus infection reported runny nose, temperature above 38°C,
and cough. About half of the patients complained of headache and malaise. No severe disease-associated serotype
was detected, as expected given the selected cohort of patients. In at least half of the samples, the serotype was
determined without the need for virus isolation on cell culture.

It can be concluded that serotyping based on partial hexon gene sequencing in combination with nested PCR does
not require virus isolation on tissue culture. The method is time saving and effective in the characterization of
adenoviruses.
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Uvod

Zimni sezéna 2013/14 byla zcela netypicka nejen neob-
vykle vysokymi teplotami, nedostatkem snéhu, ale i prak-
tickou absenci chiipky a ILI epizod. Rozdil v poc¢tu zachy-
th a izolaci vird chiipky je v porovnani s lofiskou sezénou
vice nez markantni jak vyplyva z grafu 1. Mimotadné niz-
ka nemocnost v disledku infekce viry chiipky nebyla do-
posud v Ceské republice zaznamenana, a to od roku 1956,
a tuto situaci kopiroval i mimoradné nizky zachyt virti chfip-

ky typu A i B v populaci. Ve vSech vySetfenych sentinelo-
vych materialech byly viry chfipky detekovany pouze v 5 %
materidlii. Dominujicim respiraénim patogenem byly ade-
noviry.

V soucasnosti je zndmo vice nez 60 hAdV typt zaraze-
nych do 7 skupin (A-G). Adenoviry maji genom obsahuji-
ci linearni dvouvldknovou DNA o velikosti 34-36 kb, pfi-
¢emz homologni rekombinace hraje vyznamnou roli
v genetické diverzifikaci téchto virti [1]. Adenoviry vyvo-
lavaji celé spektrum onemocnéni viz tabulka 1 [5].

Vyvolavatelé respiracnich onemocnéni jsou nejcastéji
zastoupeny ve skupinach B, C nebo E, a to predevs§im jako
puvodeci lehkych az inaparentnich onemocnéni. Pfesto jsou
znamy pripady zavaznych aZz fatdlnich onemocnéni
s charakterem lokalni epidemie, které jsou obvykle zptiso-
beny pouze omezenym spektrem sérotypti (7, 34, 4 a 21).
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Graf 1: POROVNANI ILI NEMOCNOSTI SEZONE 2012/813 A 2013/14
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Tabulka 1: KLASIFIKACE ADENOVIRU

Skupina | sérotyp typicke klinické projevy
A 12, 18, 31 stfevni infekce
B 3,7,11,14, 16, 21 respiratni onemocnéni,
34, 35, 50, 55 konjunktivitis, hemorhagicka
cystitis, nervové infekce
C 1,2,5,6,57 respiracni infekce
D 8,9, 10,13, 15, 17, keratokonjunktivitis
19, 20, 22-30, 32, u imunokompromitovanych
33, 36-39, 42- 49, pacient(
51, 53, 54, 56
E 4 konjunktivitis, respiracni infekce
40, 41 prdjmova onemocnéni u déti
G 52 gastroenteritis

Doposud byl zlatym standardem pro sérotypizaci vi-
rus-neutralizacni test (VNT), tato metoda je pomérné prac-
nd, dlouhotrvajici vzhledem k nutnosti izolace viru na bu-
nécné kulture. RovnéZ nejsou vzdy dostupnid dostatecné
specifickd antiséra ¢i monoklondlni protilatky, které nere-
aguji kiiZové s vice sérotypy, a proto dochdzi, predev§im
ramci neékterych sérotypd, k nespecifickym reakcim [2].
Rozsifeni a ¢im dal tim vétsi dostupnost molekularné bio-
logickych technik jako naptf. PCR a sekvence je vyhodou
pro diagnostiku a charakterizaci virovych patogent. V sou-
Casnosti je typizace umoznéna na zdkladeé identifikace hy-
pervariabilni oblasti v genu pro hlavni kapsidovy protein.
Tato hypervariabilni oblast (HRV) obsahuje 7 oblasti,
z nichz 6 se nachazi na smycce jedna (L1) a jedna v tseku
smycky 2 (L2). Tyto HRV oblasti jsou typicky konzerva-
tivni pro dany sérotyp/genotyp, a umoziuji tak systema-
tické zarazeni daného AdV [3]. V ptfipadé molekularnich

metod je pfesnéj$im vyjadfenim genotypizace, namisto
puvodné uzivaného terminu sérotypizace.

Vzhledem k tomu, Ze byla vyvinuta vakcina proti séro-
typim 4 a 7 ze skupiny A, kterd se uplatiiuje v prevenci
onemocnéni u rekrutovanych vojaka v nékterych zemich
svéta (4-18), a rovnéz jsou k dispozici antivirotika, ktera
vsak in vitro vykazuji pouze typovou specificitu (4-28)
nabyva genotypizace vyznamu nejen v ramci charakteri-
zace patogenniho agens, ale v ramci 1é¢ebného pfistupu.

Material a metodika

Surveillance ARI je primarné zaméfena na sledovani vy-
skytu virt chfipky typu A/B a subtypt (H1, H3 ¢i variant
Yamagata/Viktoria). NRL pro chfipku sledovala v ramci
pravidelné surveillance v obdobi od 40. kalendatniho tyd-
ne (KT) 2013 do 21. KT 2014 kromé¢ virt chfipky rovnéz
pritomnost dalSich respiracnich agens: respiracniho synci-
tidlniho viru (hRSV), lidskych metapneumovir (hMPV),
lidskych koronavirt (hCoV), bokavirt (hBoV), virt para-
influenzy, (PIV) a adenoviri (hAdV). Zakladnim materia-
lem pro vysetfeni byl stér z nosohltanu (NSP) ambulant-
nich nemocnych. Material byl zajiStén od nemocnych
dospélych i déti, ktefi v sezén€ 2013/14 navstivili praktic-
kého lékare s ILI/ARI projevy. Veskeré materidly byly vy-
Setfeny na pritomnost chfipky viru A/B a v pfipadé nega-
tivniho vysledku (95 % material) byly vySetfovany na dalsi
respiraéni viry a to komer¢ni soupravou ARGENE® Ran-
ge. Prikaz nechfipkovych vird byl provadén skupinové
specifickou PCR v redlném case (QPCR).

hAdV pozitivni materialy byly vybrany pro klasifikaci
a genotypizaci (sérotypizaci). Pouzili jsme dvé dvojice
nested primerti z oblasti hexonového genu (nt 19135-nt —
20030) [4]. Amplikony byly analyzovany na 1% agarézo-
vém gelu a produkty o velikosti 820nt (895nt) byly sekve-
novany v obou smérech s pouzitim vnitinich amplifika¢nich
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primerta na pfistroji GA 3500 (Life technologies). Editace
a kvalitativni analyza sekvenci byla provedena pomoci pro-
gramu Sequencing Analysis software (Life technologies).
Ziskané sekvence byly porovnany s databazi sekvenci Gen-
Bank pomoci algoritmu BLAST.

Vysledky

Celkem bylo vysetieno 434 vzorkd, které byly chiipka A/B
negativni, pfi¢emz ve 45,5 % byl zachycen nejméné jeden
z vySe uvedenych patogeni. V 52 vzorcich byl zjistén ade-
novirus (13 %). Virus chfipky A/B byl detekovan pouze
u necelych 5 % sentinelovych materiala (viz graf 2).

Z 52 vzorkli jsme pomoci PCR ziskali u 29 vzorkti am-
plikon o velikosti o¢ekavanych 895 (vnéjsi par primert),
¢i 820 nt (vnitini par primerti), 27 vzorkl se podafilo na
zékladé ziskané sekvence pomoci BLAST analyzy pfiradit
k nékterému z adenovirovych sérotypt (tabulka 2, graf 3)

V ramci 27 vysetfeni bylo nalezeno pouze 5 sérotypt
(3B, 2C, 1C, 7B, 4E). Celkem 17 izolatt (tedy 63 % ze

Graf 2: ZASTOUPENI SLEDOVANYCH RESPIRACNICH VIRU
V SENTINELU V SEZONE 2013/14
Celkem 181 pozitivnich zachytu
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Legenda: 32

hRSV - respiraéniho syncitialni virus; hMPV - lidsky metapneumovirus;
hCoV - lidsky koronavirus; hBoV — bokaviry; PIV — viry parainfluenzy;
hAdV —adenoviry.

Tabulka 2: VYSLEDKY BLAST (BASIC LOCAL ALIGNMENT SEARCHTOOL) ANALYZY ADENOVIRU

Cislo BLAST

P e score | cowrage | value | Menies | Gaps  JCUR
67114 HAdV 1 (C) | 782 | FJ943635.1 1445 100% 0.0 782/782 (100%) | 0/782 2 2
74114 HadV 3 (B) | 746 | FR849554.1 1378 100% 0.0 746/746 (100%) | 0/746 2 2
120114 | HAdV 4(E) | 716 | AY599837.1 1323 100% 0.0 716/716 (100%) | 0/716 2 2
122114 | HAdV 2(C) | 803 | AY224392.1 1483 100% 0.0 803/803 (100%) | 0/803 2 2
128/14 | HadV3(B) | 746 | FR849554.1 1378 100% 0.0 746/746 (100%) | 0/746 2 2
23414 | HAdV2(C) | 803 | KC585031.1 1483 100% 0.0 803/803 (100%) | 0/803 2 2
363/14 | HadV3(B) | 746 | FR849554.1 1378 100% 0.0 746/746 (100%) | 0/746 2 2
55/14 HAdV 3 (B) | 746 | FR849554.1 1378 100% 0.0 746/746 (100%) | 0/746 2 2
338/14 | HAdV1(C) | 479 | JX173086.1 885 100% 0.0 479/479 (100%) | 0/479 1 1
4164/13 | HAdV 3 (B) | 746 | FR849554.1 1378 100% 0.0 746/746 (100%) | 0/746 2 2
4178/13 | HAdV 3 (B) | 746 | FR849554.1 1378 100% 0.0 746/746 (100%) | 0/746 2 2
4183/13 | HAdV3(B) | 746 | FR849554.1 1378 100% 0.0 746/746 (100%) | 0/746 2 2
4262/13 | HAdV3(B) | 746 | KC570906.1 1378 100% 0.0 746/746 (100%) | 0/746 2 2
4300/13 | HAdV 3 (B) | 746 | FR849554.1 1378 100% 0.0 746/746 (100%) | 0/746 2 2
4389/13 | HAdV 3 (B) | 746 | FR849554.1 1378 100% 0.0 746/746 (100%) | 0/746 2 2
4390/13 | HAdV3(B) | 746 | FR849554.1 1378 100% 0.0 746/746 (100%) | 0/746 2 2
4408/13 | HAdV3(B) | 633 | FR849554.1 1166 100% 0.0 633/633 (100%) | 0/633 2 2
4421/13 | HAdV 3 (B) | 746 | FR849554.1 1378 100% 0.0 746/746 (100%) | 0/746 2 2
35114 | HAdV2(C) | 803 | KC585031.1 1478 100% 0.0 803/803 (100%) | 0/803 2 2
369/14 | HAdV3(B) | 788 | EF494643.1 1458 99% 0.0 785/787 (99%) | 0/787 2 2
4114 HAdV 3 (B) | 746 | EF494643.1 1378 100% 0.0 746/746 (100%) | 0/746 2 2
4263/13 | HAdV3(B) | 746 | FR849554.1 1378 100% 0.0 746/746 (100%) | 0/746 2 2
4221/13 | HAdV1(C) | 803 | KC570885.1 1480 100% 0.0 802/803 (99%) | 0/803 2 2
386/14 | HAdV2(C) | 709 | KC585031.1 1304 99% 0.0 706/706 (100%) | 0/706 1 1
4273/16 | HAdV 1(C) | 803 | JX173078.1 1480 100% 0.0 801/803 (99%) | 0/802 2 2
11414 | HAdV7(B) | 644 | KC570908.1 1190 100% 0.0 644/644 (100%) | 0/644 1 1
4409/14 | HAdV3(B) | 321 | FR849554.1 593 100% 3e-166 | 321/321 (100%) | 0/321 1 1
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Graf 3: ZASTOUPENI SEROTYPU ADENOVIRU
vV GESKE REPUBLICE V SEZONE 2013/14
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sekvenovanych vzorkt a 33 % ze vSech vzorki) bylo zara-
zeno do sérotypu 3 ze skupiny B. Ve skupiné B jsme jesté
zachytili v jednom materialu sérotyp 7, dalsi frekventova-
nou skupinou byla skupina C, kde byl nalezen sérotyp 1
(1 vzorek —4 %) a 2 (4 vzorky — 15 %). Sérotyp 4 ze sku-
piny E byl zjiStén pouze v jednom ptipadé (4 %). Pouze
z Casti materialid se podarilo izolovat virus na bunééné kul-
tufe, nejméné v poloviné pripadd byla parcidlni sekvence
provedena piimo z klinického materialu.

Graf 4: CETNOST KLINICKYCH PRIZNAKU V RAMCI ADENOVIROVE INFEKCE

U AMBULANTNICH PACIENTU

Pfi odbéru klinického materidlu jsou zaznamenavany
rovnéZz symptomy. V souvislosti s adenovirovym onemoc-
nénim udévali téméf v§ichni nemocni rymu (98 %), horec-
ku nad 38°C (80 %) a kasel (78 %). Zhruba 50 % nemoc-
nych trpélo bolesti hlavy a malatnosti. Pfehled klinickych
priznaku v souvislosti s onemocnénim adenovirovou infek-
ci je znazornén v grafu 4.

Zavér

Adenoviry byly v sezéné 2013/14 dominujicim ARI pato-
genem a nejcastéji byl ur€en jako ptivodce infekce sérotyp
3 ze skupiny B. Nebyly prokazany zadné sérotypy spojené
se zavaznym onemocnénim, coZ odpovida vybrané kohor-
té pacientd. Nejméné u poloviny materialt byl sérotyp ur-
¢en bez izolace viru na bunécné kultute. Lze tedy shrnout,
Ze sérotypizace provedena na zakladé parcidlniho sekve-
novani hexonového genu s pouZitim nested primerd nevy-
Zaduje izolaci viru na tkanové kultufe, je Casové dostupna
a efektivni metoda pfi charakterizaci adenovirQ.
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