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Autori v prehledném ¢lanku popisuji vyznam a vyuziti metod molekularni biologie, zejména polymerazové retézové reakce, pro

diagnostiku virovych a bakterialnich infekci v détském véku.
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APPLICATIONS OF THE METHODS OF MOLECULAR BIOLOGY IN THE DIAGNOSTICS OF INFECTIOUS DISEASES

IN CHILDREN

Importance and the applications of the methods of molecular biology, especially polymerase chain reaction, for the diagnosis of

viral and bacterial infections in children is described.
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Uvod

Uloha virologické laboratofe se v poslednich 10 az 15 le-
tech dramaticky zménila. Rozsifilo se spektrum virologickych
diagnostickych metod od klasické izolace virti pfes imunoche-
mické metody detekujici virové antigeny a specifické protilatky
k metodam molekularné biologickym, které ndm umoznuji roz-
poznat virovy genom rychlymi a citlivymi reakcemi. Rovnéz se
rozsifilo spektrum virovych infekci, které je mozné spolehlivé
a presné témito metodami diagnostikovat a u nékterych i sledo-
vat odpovéd na 1écbu antivirovymi preparaty.

Molekularné biologické metody nam umozZnuji deteko-
vat a identifikovat viry, které neni mozné bézn€ izolovat na
bunéénych kulturach nebo prokazovat jejich antigeny v in-
fikovanych bunkach (napf. viry hepatitid C a G, lidské papi-
lomaviry, parvovirus B19). Tyto metody jsou velmi rychlé a
umoznuji ziskat vysledek jiz za né€kolik hodin. Proto ziska-
ly nezastupitelné misto v diagnostice zavaznych infekci vy-
Zadujicich rychlé nasazeni 1écby napf. detekce DNA herpe-
tického viru (HSV DNA) z likvoru u herpetickych infekci
centralniho nervového systému (CNS) nebo DNA cytome-
galoviru (CMV DNA) u imunosuprimovanych pacientl po
transplantaci organt). Tim, Ze amplifikacni molekularné bi-
ologické metody dokaZzi zmnoZzit nukleovou kyselinu, jsou
velmi efektivni a maji vyznam pro analyzu takovych vzork1,
které obsahuji jenom malé mnoZstvi virovych ¢astic nebo
bakterii, které by jinymi metodami nebylo mozné prokazat.

Molekularné biologické metody se pouzivaji nejenom pro
kvalitativni prikaz virové nebo bakterialni nukleové kyseli-
ny ve vzorku (deoxyribonukleové - DNA nebo ribonukleo-
vé kyseliny - RNA), ale umoznuji také stanovovat jeji kvanti-
tu, coZz ma velky vyznam pro sledovani rozvoje virové infek-
ce nebo odpovédi na 1écbu antivirotiky (napf. u infekci HIV,
hepatitidy B a C, cytomegalovirové (CMYV) infekce). S rozvo-
jem 1é¢by antivirovymi preparaty dochazi u nékterych virt
ke vzniku rezistence. Zde nachazeji téZ uplatnéni molekular-
né biologické metody, které usek genomu zodpovédny za pre-
nos rezistence dokazi detekovat (napf. rezistence na ganciclo-
vir u CMYV infekci, na lamivudin u hepatitidy B nebo azido-
thymidin u HIV infekce).

V neposledni fad€ tyto metody umoZnily rozpoznat infekci
nékterymi virovymi mutantami (napf. mutanta viru hepatitidy B

netvorici HBeAg ), které béZné sérologické reakce detekovat ne-
mohou. (9, 11, 13)

Material a metodika

Molekularné biologické metody fadime mezi pfimé dia-
gnostické metody vedle mikroskopie, elektronové mikrosko-
pie, izolace a kultivace, detekce antigenti. Komplexni diagnos-
tika zahrnuje jesté nepfimé diagnostické metody zaloZzené na
imunochemickém priikazu specifickych protilatek.

Pomoci amplifika¢nich metod, nejcastéji polymerazové fe-
tézové reakce (PCR), je vybrana ¢ast genomu viru nebo bak-
terie zmnoZena do takového mnozZstvi, které je mozno deteko-
vat dal§imi technikami (elektroforézou ¢i hybridizaci). Mole-
kularné biologické techniky se v soucasnosti pouZivaji neje-
nom k prikazu ¢i stanoveni kvantity vyvolavajiciho agens, ale
umozZnuji presné urcit sekvence jednotlivych bazi, identifiko-
vat genotypy viru nebo bakterie, prokazovat mutace.

Spektrum molekularné biologickych metod pouzivanych
v laboratofich v Ceské republice je rtiznorodé, od metod ne-
amplifikaénich (napf. hybridizaénich) k metodam nejvice
pouZivanym, které vyuzivaji amplifikaci nukleové kyseli-
ny (napi. PCR). Amplifika¢ni metody jsou extrémné citli-
vé, rizné techniky jsou zaloZeny na riznych metodach am-
plifikace (PCR; ligazova tfetézova reakce - LCR; amplifika-
vySetfeni, jimiZ je mozné identifikovat nukleovou kyselinu
mikroorganizmu (DNA nebo RNA), je v laboratofich, kte-
ré vedle firemnich souprav pfipravuji své vlastni PCR, tzv.

»in house®. Vzhledem k riiznorodosti pouzivanych technik se
stava stale vice aktualni zavedeni dasledné interni a exter-
ni kontroly kvality.

Spravna volba biologického materialu, ze kterého je moz-
né nukleovou kyselinu pomoci molekuldrné biologickych me-
tod detekovat, zavisi na patogenezi infekéniho onemocnéni.
Odebira se nesrazlivd krev (EDTA), srazliva krev, mozko-
misni mok, sekrety dychacich cest, bronchoalveolarni lavaze,
moc¢, amniova tekutina, rtizné vytéry. Specialni techniku vy-
Zaduji detekce nukleové kyseliny in situ pfimo v infikované
tkani. ProtoZe stabilita nukleové kyseliny se muze lisit v za-
vislosti na typu mikrobialniho ptivodce, na typu pouzitého
antikoagula¢niho ¢inidla, na dobé transportu, na teploté bé-
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hem transportu a uchovani vzorku, je nutné dodrzovat sprav-
na pravidla pro odbér, transport a uchovani vzorki (4, 12).

Aplikace molekularné biologickych metod v diagnostice

Kongenitalni infekce a infekce ziskané v novorozeneckém
obdobi jsou spojeny s infekci Zeny v priab&hu téhotenstvi a v ob-
dobi kolem porodu. Mezi klasické kongenitalni infekce patfi
onemocnéni zardénkami, zejména dojde-li k infekci Zzeny v pri-
béhu prvniho trimestru t€hotenstvi. BéZné se uziva sérologic-
ka diagnostika - sérokonverze IgG protilatek a detekce speci-
fickych IgM protilatek v séru t€hotné Zeny svédci pro tuto in-
fekci. U novorozence s vrozenymi zardénkami miZeme na tka-
novych kulturach izolovat virus z nasofaryngealniho sekretu
nebo pomoci RT - PCR (reverzni transkripce s naslednou am-
plifikaci) detekujeme virovou RNA. Sérologické vySetfeni dete-
kuje specifické IgM protilatky v séru novorozence nebo jiZ jen
IgG, jejichz titr neklesa do negativity v priibéhu nékolika mési-
cl tak jako u pfenesenych protilatek matefskych (12).

Diagnostika vrozené cytomegalovirové (CMYV) infekce je
zaloZena na detekci nasledujicich markerti aktivni infekce
novorozence - izolaci viru z moce v prvnich 3 tydnech Zivo-
ta, prikazu CMV DNA v leukocytech periferni krve, eventu-
alné na prukazu CMYV antigenu pp65 v leukocytech. Je moz-
né detekovat pritomnost specifickych IgG a IgM protilatek.
Hladina virémie je vysoka zvlasté u symptomatickych infek-
ci. K symptomatické infekci ditéte dochazi zejména u primo-
infekce matky béhem t€hotenstvi, ta mize byt diagnostikova-
na sérologicky a prikazem CMV DNA z plodové vody pomo-
ci PCR (pozitivni izolace CMV z plodové vody se zdafi malo-
kdy). Po porodu byva CMV vyluc¢ovan také matefskym mlé-
kem. U novorozence se miize CMV prokazovat i z dalSich ma-
terialll (napf. z nasofaryngealniho sekretu) (3, 7, 8).

Parvovirus B 19, ptivodce 5. détské nemoci, mize pii in-
fekci téhotné zeny zpilisobit hydrops plodu s naslednym umr-
tim plodu, i kdyZ ve véts§in€ pripadi tato infekce probéhne bez
dlouhotrvajicich nasledkt. Z plodové vody detekujeme DNA
parvoviru B 19 pomoci PCR, sérologické vySetfeni t€hotné
prokaze markery akutni parvovirové infekce. U novorozence
prokazujeme pfitomnost specifickych IgM protilatek a nekle-
sajici titr specifickych IgG (7).

Také parazit Toxoplasma gondii ohroZuje pfi akutni infek-
ci téhotné Zeny vyvijejici se plod. VEasna sérologicka diagnos-
tika této infekce (prikaz IgM, IgA a IgG protilatek) spolu
s pritkazem DNA Toxoplasma gondii a biologickym pokusem
umoznuje véasné zahajeni terapie t€hotné Zeny, a tim sniZuje
incidenci kongenitalni toxoplazmozy (10, 15).

HIV infekce. V¢asny prukaz HIV pozitivity matky je di-
lezity pro zahajeni antiretrovirové terapie, ktera snizi riziko
infekce plodu. U novorozence prosty priikaz anti-HIV proti-
latek nestac¢i, komplexni laboratorni vySetfeni zahrnujici ta-
ké molekularné biologické metody detekujici pfitomnost nuk-
leové kyseliny HIV (provirové DNA a virové RNA) provadi
Narodni referen¢ni laboratof pro AIDS Statniho zdravotni-
ho ustavu v Praze (7).

Vertikalni pfenos viru hepatitidy B (HBV) je nejvyznamnéj-
§i v oblastech s vysokou prevalenci této infekce. Prikaz HBV
DNA pomoci PCR v krvi téhotné Zeny dopliiuje sérologické vy-

Setfenti, riziko vertikalniho prenosu je zde vysoké (9). Co se ty-
Ce vertikalniho pfenosu viru hepatitidy C, ktery neni Casty, zavi-
si zfejmé na hladin€ virémie matky.

Primoinfekce matky virem herpes simplex typ 2 (HSV 2)
v dob€ porodu je ohroZenim pro novorozence zejména tim, Ze
se HSV 2 vylu€uje na ¢ipku déloZznim. Pfiblizné 50 % novoro-
zencll matek s primoinfekci HSV 2 je infikovano pfi priichodu
porodnimi cestami. Tato infekce mtiZe byt manifestni jako koz-
fekce CNS. U novorozence se suspektni infekci CNS zptisobe-
nou HSV 2 je rychla diagnostika zaloZena na prikazu HSV 2
DNA z likvoru a z krve pfi virémii metodou PCR. Izolace HSV
2 z likvoru na bunéénych kulturach se zdari zfidka (1, 5, 7).

Zejména u nedonoSenych déti, novorozencl a kojenci
hrozi prenos respiranich infekci, mezi nejcastéjsi patfi in-
fekce respiracné syncycidalnim virem (RSV). Metody jeho rych-
I€ho pritkazu maji veliky vyznam zejména pro véasné nasaze-
ni jiZz dostupné antivirové terapie. [zolace RSV na bunéénych
kulturach je naro¢na a nebyva vzdy uspé€sSna, vyssi citlivost
maji rychlé imunochemické metody prokazujici RSV antigen
z aspiratl. Priikkaz virové RNA z klinického vzorku pomoci
RT-PCR ma velky vyznam zejména u vzorkd s malym mnoz-
stvim viru. Pomoci PCR nebo i pomoci izolace viru na bunéc-
nych kulturach 1ze prokazat infekci adenoviry (12).

Také Chlamydia trachomatis a Ureaplasma urealyticum
mohou zpisobit infekce dolnich dychacich cest novorozence.
Diagnostika se provadi pomoci PCR z aspirat nebo nasofa-
ryngealnich sekretl. Antigen Chlamydia trachomatis je moz-
né také prokazat z aspiratii pomoci imunofluorescence. Urea-
plasma urealyticum je mozné prokazat kultivaci na plné synte-
tickych médiich. K diagnostice urcité pomtlize soucasny pru-
kaz Chlamydia trachomatis nebo Ureaplasma urealyticum z ce-
rvixu matky t€mito metodami (7).

DalSimi Castymi patogeny tohoto obdobi jsou bakterie.
Streptococcus agalactiae je hlavnim bakterialnim plivodcem
novorozenecké meningitidy a sepse. Soucasné s kultivaci a
aglutinaci antigenu z likvoru mtiZeme detekovat bakterialni
DNA. Escherichia coli jako dalSi patogen je v likvoru deteko-
van stejnym zpusobem (14).

Mpycobacterium bovis BCG, ktery vznikl pasazovanim vi-
rulentniho kmene Mycobacterium bovis v letech 1908-1921, se
pouziva pro vakcinaci proti TBC. Po ockovani novorozenct
touto vakcinou miiZe dojit ke vzniku postvakcina¢nich kom-
plikaci, zejména regionalnich lymfadenitid a osteomyelitid.
Z tohoto duvodu je duleZzité odliSit BCG kmen od ostatnich
Clent Mycobacterium tuberculosis komplexu, s vyhodou lze vy-
uzit opét metodu PCR (19).

Spektrum virovych a bakterialnich patogenti zodpovéd-
nych za infekce vétSich déti je obdobné jako v dospélosti.

Diagnostika infekci vyvolanych viry HSV a CMV byla jiz
zminéna. PCR mize byt diileZitou diagnostickou metodou ze-
jména u primoinfekci EBV u malych déti, které netvofi hete-
rofilni protilatky a tvorba specifickych protilatek je opozdé-
né nebo u primoinfekci chronicky probihajicich u imunodefi-
cientnich pacientd (20).

Co se tyCe pouziti PCR v diagnostice virovych respirac-
nich infekci u vétsich déti, byva tato metodika vyhraZena téz-
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§im pfipadtim. Pritkaz RSV byl jiZ zminén, pomoci PCR je
mozné detekovat ze vzorku také DNA adenovird. Infekce
zpusobené Chlamydia pneumoniae a Mycoplasma pneumoni-
ae je mozné bézné diagnostikovat sérologicky pomoci pri-
kazu specifickych protilatek.

Diagnostika virovych infekci CNS v détském véku je za-
loZena na velmi rychlém urceni etiologického agens v likvo-
ru metodou PCR, které umoznuje véasné nasazeni specific-
ké antivirové terapie. Pomoci tzv. multiplex PCR prokazuje-
me DNA viru HSV 1 a 2, pomoci RT - PCR RNA enterovirt
a pomoci PCR DNA adenovirt (5, 16).

U bakteridlnich infekci CNS soucasné s mikroskopii, kul-
tivaci a aglutinaci antigenu z likvoru mizeme u vybranych pt-
vodcti detekovat specifickou bakterialni DNA. Pouziti PCR
pro jeji prikaz ma vyznam zejména u téch ptipadi, kdy pato-
gena neprokaZeme klasickymi metodami a cytologicky nalez
v moku i ostatni laboratorni a klinické nalezy pro bakterial-
ni zanét svédéi. Prokazujeme bakterialni DNA nasledujicich
druhti - Hemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Strepto-
coccus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Listeria monocyto-
genes, Mycobacterium tuberculosis (14, 17, 18).

Priikaz borreliovych infekci pomoci PCR dopliiuje ostatni
laboratorni metody prikazu této infekce (sérologie, elektro-
nova mikroskopie) v séru, likvoru a v mo¢i (2).

Zasadni vyznam maji molekularné biologické metody pro
diagnostiku virovych hepatitid. Virova hepatitida B je prikla-
dem nutného komplexniho diagnostického postupu mikrobi-
ologického a molekularné biologického. Interpretace nalezi
sérologickych markert HBV (anti-HBe) selhava pii infekci
mutantou HBV netvofici HBeAg. PCR detekuje aktivni in-
fekci pomoci pritkazu HBV DNA i pomoci priikazu speci-
fického zménéného useku HBV DNA. Monitorovani hladiny
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Zavér
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