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Oddéleni klinické biochemie a diagnostiky
Pardubicka krajska nemocnice, a.s., Kyjevska 44, 532 03 Pardubice

PROGRAM ODBORNE KONFERENCE

RUTINNi ANALYZA NUKLEOVYCH KYSELIN
MOLEKULARNE BIOLOGICKYMI TECHNIKAMI 2008

RANK 2008
23. a 24. leden 2008

v prostorach hotelu Zlata stika, Pardubice
odborny garant: Prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc., MBA, UKBLD VFN Praha

23.ledna 2008 streda

10.00 - 12.30 Registrace
13.00 - 13.15 Zahajeni

13.15-14.50 Analyza humanniho genomu
predsedajici : MUDr. F. Musil, Ing. A. Béday

Prof. Ing. Rudolf Poledne, CSc. a kol., Pracovisté pro vyzkum aterosklerézy, IKEM
Praha:
Ateroskleréza - geneticka determinace (25 min.)

Ing. Dalibor Novotny, Ph.D., OKB FN, Olomouc:
Analyza kandidatnich gent pro aterosklerézu (15 min.)

RNDr. Béla Bendlova, CSc., Endokrinologicky ustav, Oddéleni molekularni
endokrinologie, Praha:
Genetické pri¢iny endokrinopatii a jejich diagnostika (20 min.)

Mgr. Eva PrtSova a kol., Onkologické centrum J.G. Mendela, Laboratof molekularni
biologie, Novy Ji€in:

Jaké mohou byt konce u Marfanova syndromu z pohledu molekularni genetiky
(15min.)

14.50 - 15.00 Prestavka

15.00 — 15.50 Blok special
predsedajici : Ing. D. Novotny, Ph.D., RNDr. J. Kdnig

RNDr. Zbynék Urban a kol., Policie CR, Sprava VC kraje, Odbor kriminalistické
techniky a expertiz, Hradec Kralové:

Prezentace Odboru kriminalistické techniky a expertiz Spravy VC kraje Policie
CR a forenzni genetika (20 min.)



MUDr. Véaclav Chmelik, Infekéni oddéleni, Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s.:
Diagnéza infekéni nemoci a vyznam laboratorniho vysetieni (20 min.)

15.50 - 16.00 Prestavka
16.00 —17.45 Komer{:ni diagnostika a technika
predsedajici : Ing. F. Stumr, Mgr. M. Zemanek, Ph.D.

Roche s.r.o. (15 min.)

Bio-Consult Laboratories spol. s r.o. (10 min.)

APPLERA Ceska republika s.r.o. — Applied Biosystems (10 min.)
BAG Health Care GmbH (10 min)

IMMUNOTECH a.s. (10 min)

LABOSERYV s.r.0. (10 min)

AscoMed s.r.0. (10 min)

LACOMED, spol. s r.o., Praha (10 min)

DYNEX TECHNOLOGIES, spol. s r.o. (10 min)

19.30 — 23.00 spolec¢ensky vecer v hotelu Zlata Stika

24. ledna 2008 ctvrtek

8.30-9.20 Vybrané aplikace |I.
predsedajici : Ing. M. Pejchalova, Ph.D., Mgr. P. Kralik, Ph.D.

Ing. Barbara Brezna, Ph.D., Vyskumny ustav potravinarsky, Bratislava, Slovenska
republika:

Metodické poziadavky na polymerazovu ret'azovu reakciu pri detekcii
alergénov v potravinach (15 min.)

RNDr. Tomas Kuchta, CSc., Vyskumny ustav potravinarsky, Bratislava, Slovenska
republika:

Metodické poziadavky na polymerazovu ret'azovu reakciu v aplikacii na rutinnu
identifikaciu patogénnych baktérii v potravinach (15 min.)

Mgr. Petra VasSi¢kova a kol., Vyzkumny ustav veterinarniho lékafstvi, Veterinarni a
farmaceuticka univerzita Brno, Vyzkumny ustav veterinarniho Iékarstvi, v. v. i., Brno:
Virus hepatitidy E jako ptivodce alimentarniho onemocnéni (10 min.)

Mgr. Jifi Stika, Ph.D. a kol., BIO-PLUS, spol. s r.o0., Brno:

Detekce mykoorganismu v krvi détskych febrilnich imunokompromitovanych
pacienti pomoci PCR-RFLP (10 min.)

9.20-9.30 Prestavka

9.30-10.50 Analyza nukleovych kyselin v pééi o Zenu
predsedajici : Doc. RNDr. V. Buchta, CSc., MUDr. Z. Medkova, Ph.D.




MUDr. Zuzana Medkova, Ph.D. a kol., Klinické laboratore IFCOR — 99, s.r.o., Brno:
Aktualni vyskyt Chlamydia trachomatis zjistény metodou PCR u pacientu
s poruchou fertility — vlastni zkusenosti (15 min.)

RNDr. Jana Smahelova a kol., NRL pro papillomaviry, UHKT, Praha:
Detekce HPV DNA u zen s hraniéni cytologii ASCUS/AGC (15 min.)

Doc. MUDr. RNDr. Juraj Simko, Ph.D. a kol., Gendiagnostica Bratislava s.r.o.,
Bratislava, Slovenska republika:
Nepodcenujeme nalezy mykoplaziem u gynekologickych pacientok? (15 min.)

Mgr. Markéta Vydrzalova a kol., Katedra biologickych a biochemickych véd,
Univerzita Pardubice:

Prukaz Mycoplasma hominis v amniové tekutiné téhotnych zen metodou
real-time PCR (10 min.)

MUDr. Petr Prasil a kol., Klinika infekénich nemoci LF a FN Hradec Kralové:
Klinické zkuSenosti s diagnostikou toxoplasmoézy u gravidnich zen
sérologickymi a PCR metodami (15 min.)

10.50 - 11.00 Prestavka
11.00 — 12.00 Vybrané aplikace |
predsedajici : MVDr. Z. Cermakova, PhD., Ing. N. Piskunova, CSc.

PharmDr. Lenka Pliskova a kol., Ustav klinické biochemie a diagnostiky, LF a FN
Hradec Kralové:
SeptiFast a jeho misto v diagnostice sepsi (15 min.)

Mgr. Pavel Trubac a kol., Laboratof molekularni biologie a genetiky, Nemocnice
Ceskeé Budgjovice, a.s., Ceské Budgéjovice:
Vyuziti sekvenace 16S rRNA pfri identifikaci bakterialnich infekci (10 min.)

MUDr. Vlasta St&panova, Ph.D. a kol., Virologicky Usek a NRL pro CMV, Ustav
klinické mikrobiologie, FN a LF Hradec Kralové:
Pfenos CMV mateiskym miékem (10 min.)

MUDr. Petr Hubacek a kol., Klinika détské hematologie a onkologie a Laboratof
molekularni genetiky Pediatrické kliniky 2. LF UK a FN Motol, Praha:

CMV infekce u pacientl po alogenni transplantaci hematopoetickych
kmenovych bunék (15 min.)

12.00 —12.45 Prestavka na obéd




12.45 -13.40 Vybrané aplikace a kasuistiky
predsedajici : MUDr. M. Forstl, MUDr. P. Prasil

Mgr. Radka Bolehovska a kol., Ustav klinické biochemie a diagnostiky LF a FN
Hradec Kralové:

Validace in-house PCR pro priikaz DNA Borrelia burgdorferi sensu lato
(15 min.)

MVDr. Zuzana Cermakova, Ph.D. a kol., Ustav klinické mikrobiologie, FN Hradec
Kralové:
Laboratorni diagnostika infekci patogennimi leptospirami élovéka (15 min.)

Méné obvyklé infekce CNS - kasuistiky:

Svobodovéa M., Barekova L., Stumr F.: Kasuistika I. (5 min.)

Forstl M., Voxova B., Kohout A., Pliskova L.:  Kasuistika Il. (5 min.)
Buchta V., Mlynar J.: Kasuistika IIl. (5 min.)
13.40-13.50 Prestavka

13.50 — 14.30 Mykobakterialni_infekce

predsedajici : PharmDr. L. PliSkova, MUDr. H. Podivinska

Mgr. Petr Kralik, Ph.D., Oddéleni bezpecnosti potravin a krmiv, Vyzkumny ustav
veterinarniho lékarstvi, v. v. i., Brno:
Atypické mykobakteriézy u lidi (10 min.)

Mgr. Radka Pfibylova a kol., Oddéleni bezpec€nosti potravin a krmiv, Vyzkumny ustav
veterinarniho lékarstvi, v. v. i., Brno:

Studium expresnich profili u Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(10 min.)

Mgr. Iva Slana a kol., Oddéleni bezpec€nosti potravin a krmiv, Vyzkumny ustav
veterinarniho Iékafrstvi, v. v. i. Brno:

Infekce TBC u psa domaciho — kasuistika (5 min.)

Mgr. Monika Moravkova a kol., Oddéleni bezpec€nosti potravin a krmiv, Vyzkumny
ustav veterinarniho lékarstvi, v. v. i., Brno:

Infekce TBC u prasete domaciho — kasuistika (5 min.)

14.30 — 14.50 Diskuse

14.50 Ukon¢€eni



Prof. Ing. Rudolf Poledne, CSc.

Institut klinické a experimentalni mediciny
Videnska 1958/9
140 21 Praha 4

tel.: +420-261 362 729
e-mail: rudolf.poledne@ikem.cz

Geneticka determinace aterosklerozy

Poledne R., Hubadek J., Piha J.
Centrum vyzkumu chorob srdce a cév, IKEM, Praha

S pouzitim metod molekularni genetiky se zacCina objasfiovat podstata
pozitivni rodinné anamnézy kardiovaskularnich nemoci (KVN). Zname nékolik
mendelianskych poruch, které vyznamné urychluji rozvoj aterosklerézy. Prevazna
vétSina genetické podstaty rizikovych faktord tohoto onemocnéni (vétSi vnimavosti
k negativhim vnéj§im vlivim) a jejich klinickych komplikaci (infarkt myokardu a
mozkova mrtvice) je ale vyrazné polygennich. V ramci asocia¢ni analyzy jsme
porovnavali vice nez dvacet béznych polymorfizmu v lokusech kandidatnich gent pro
hypercholesterolémii  u  skupiny  hypercholesterolemickych  déti s détmi
s cholesterolémii v optimalnim rozmezi. Z nalezenych signifikantné vyznamnych
genotypovych rozdili se €ast potvrdila i na jinych populacich. Pfinos jednotlivych
kandidatnich genu hypercholesterolémie byl ale maly, nejvétsi vliv (5-7%) mél
polymorfizmus v genu pro apoprotein E.

V Ceské populaci vyrazné poklesla mortalita na infarkt myokardu (IM).
Sledovanim reprezentativniho vzorku Ceské populace jsme zjistili, Ze zasadni vliv
mél pokles cholesterolémie (vlivem zmény diety), ktera poklesla v celé populaci o 12
%. Analyzou prospektivné sledované kohorty jsme zjistili vyznamné individualni
rozdily v poklesu cholesterolémie v zavislosti na polymorfizmu v promotoru genu pro
CIP7A1 (gen pro kliCovy enzym v pfeméné cholesterolu na ZluCové kyseliny). Tento
epidemiologicky nalez jsme potvrdili v kontrolované klinické studii na dobrovolnicich
a mechanizmus vlivu analyzovali genovou expresi na experimentalnim modelu
Prazského hereditarné hypercholesterolemického potkana.

Soucasny vyvoj molekularni genetiky umozfiuje rozSifeni asociaCnich studii
na stovky genu. V probihajici studii budeme srovnavat 1500 pacientl s infarktem
myokardu (IM) ve véku do 65. let s reprezentativnim souborem Ceské populace.
Dosud publikované podobné analyzy zatim ukazuji, ze i pfi téchto rozsahlych
analyzach je vliv jednotlivych gend maly a dosud se nepodaifilo identifikovat zadny
gen, ktery by zasadné urCoval podstatu pozitivni rodinné anamnézy.

V poslednich dvou letech byla na tfech pfednich pracovistich pouzita analyza
celého lidského genomu pro hledani determinace IM. Tento pfistup nepfedpoklada
zadnou predispozici konkrétnich kandidatnich genu, ale hleda nezavislé rozdily mezi
patologickou skupinou a kontrolami. Dvé skupiny nezavisle dosly ke shodé, Ze pro IM
je ur€ujici mala ¢ast 9. chromozomu. Je ale pfekvapivé, Zze v tomto misté neni ani
jeden zgenlU predisponujicich k hypertenzi, hyperlipoproteinémii, ¢&i citlivosti
K inzulinu.

Domnivame se, ze tyto nalezy naznacuji, ze urCeni genetické predispozice ke
KVN je zatim mnohem dale, nez jsme pfedpokladali v dobé objasnéni struktury
celého lidského genomu.



Ing. Dalibor Novotny, Ph.D.

Oddéleni klinické biochemie
Fakultni nemocnice
|.P.Pavlova 6

775 20 Olomouc

tel.: +420-585 854 230
e-mail: dalibor.novotny@fnol.cz

Analyza kandidatnich gent pro aterosklerézu

Novotny D.", Vaverkova H.?
'Oddéleni klinické biochemie Fakultni nemocnice Olomouc,
?||Linterni klinika Iékafské fakulty a Fakultni nemocnice Olomouc

Aterogeneze je komplexni proces, ktery obsahuje podil nékolika patofyziologickych
subsystému. Predpoklada se, Zze geneticka predispozice k onemocnéni spojena
s aterosklerézou zahrnuje celou fadu genu. Jejich role je vSak objasnéna pouze u
mala z nich. Jesté méné je znamo o interakcich gen-gen a gen-vnéjSi prostredi.
V nékterych rodinach Ize urcit spojitost onemocnéni s jedinym, tzv. majoritnim genem
(monogenni onemocnéni), napf. u familiarni hypercholesterolémie. U vétSiny dalSich
pfipadd ma vliv na predispozici k ateroskleréze jedna nebo vice variant tzv.
minoritnich gend (multigenni onemocnéni). Zfejma je zvlasté komplexnost vztahu
genetiky a aterosklerézy a obtiznost ureni prediktivni hodnoty pro jednotlivé
genetické rizikové markery. Navic se doposud malo pozornosti vénuje uloze
protektivnich gent, které poskytuji ,ochranu® i jedincdm s vysokym rizikem
kardiovaskularnich onemocnéni.

K identifikaci genetickych komponent aterosklerézy existuje nékolik pfistupt. Jeden z
nich pouziva termin ,kandidatni gen“ a informaci z pfedchozich biochemickych a
klinickych studii. Na zakladé téchto udaji jsou zjiStovany markery pro kandidatni
geny a je studovan jejich vztah k onemocnéni. V sou€asnosti je znama cela fada
kandidatnich gent pro studium vztahu genotyp-ateroskleréza a nékteré z nich budou
prezentovany podrobnéji v pfednasce.

Sdéleni zahrnuje praktické vystupy vychazejici z dlouhodobé védeckovyzkumné
prace lll.interni kliniky a Oddéleni klinické biochemie Fakultni nemocnice Olomouc.
Budou prezentovany analyzy tfi genovych lokusl (apolipoprotein E, cluster genu pro
paraoxnonazy a adiponektin) na skupinach pacientd s riznou klinickou manifestaci
aterosklerdzy. Na zavérech vyplyvajicich s jednotlivych studii budou demonstrovany
obtiZe pfi interpretaci ziskanych dat.

Prednéska prezentuje vysledky ziskané za podpory grantu IGA MZ CR &islo
NR/9068-3.



RNDr. Béla Bendlova, CSc.

Oddéleni molekularni endokrinologie
Endokrinologicky ustav

Narodni 8

116 94 Praha 1

tel.: +420-224 905 287
e-mail: bbendlova@endo.cz

Genetické pri¢iny endokrinopatii a jejich diagnostika
Bendlova B.

Casty familiarni vyskyt pozorovany u mnoha endokrinopatii nasvédéuje tomu, Ze jsou
dédicné. Jejich pfi¢inou je zména (mutace) genetické informace, tedy
deoxyribonukleové kyseliny.

Poruchy DNA mohou byt rlzného charakteru a rozsahu, od zmény poctu
chromozomdu, pfes strukturalni poruchy, az k bodovym mutacim genu. V
endokrinologii se setkavame prakticky se vSemi témito typy genetickych poruch.
Nékteré patologické stavy jsou zpusobeny mutacemi jednoho genu, to jsou tzv.
monogenni onemocnéni (pf. MEN2A), jiné jsou zplUsobeny poruchami vice genu
zaroven a ke vzniku onemocnéni navic pfispivaji faktory vnéjSiho prostfedi (pF.
diabetes), pak hovofime o polygennim typu dédi¢nosti. U endokrinnich nadorl se
setkavame i s genetickymi poruchami na urovni somatickych bunék.

Rozlicné genové mutace jiz byly nalezeny u vice nez 70 endokrinnich onemocnéni.
Jsou popsany poruchy samotnych hormonl nebo jejich vazebnych proteinu. DalSi
skupinu predstavuji defekty receptorové, signalnich molekul, transkripénich faktora i
enzymu. Zakladni endokrinologicky vyzkum se nyni opirda zejména o fFadu
molekularné biologickych a molekularné genetickych metod, které jsou stale Castéji
vyuzivany i k diagnostickym ucelim. Cilem sdéleni je seznamit posluchace s jejich
aplikacemi v endokrinologii, se zaméfenim zejména na diagnostiku nadort §titné
Zlazy.

Prednaska vyuZiva nékterych vysledkl( z feSeni grantit IGA MZ NR/9165-3,
NR/7809-5, GACR 301/06/P425.



Mgr. Eva Prasova

Onkologické centrum J.G. Mendela
Laboratof molekularni biologie
Divadelni 2174

741 01 Novy Ji¢in

tel.: +420-556 794 233
e-mail: arpad.boday@onkologickecentrum.cz

Jaké mohou byt konce u Marfanova syndromu z pohledu molekularni genetiky

Pragova E.', Boday A.", Zlamalikova E.", Jalivkova E.", Riedlova P.", Kolafikova H.2,
FiSer J.2, Tavandzis S.", Kroupova P.", Janyskova H.", Santava A Kutgjova R.>,
Kucerova M.%, Radina M.°

1Onkologické centrum J.G. Mendela, Novy Ji¢in, Laboratof molekularni biologie,
?Onkologické centrum J.G. Mendela, Novy Ji¢in, Laboratof forenzni DNA
diagnostiky, 3Onkologické centrum J.G. Mendela, Novy Ji€in, Laboratof biochemie,
*FN Olomouc, Ustav lékafské genetiky a fetalni mediciny, °Havifov, Ambulance
lékarské genetiky

Marfan(v syndrom (MFS) je autozomalné dominantni onemocnéni pojivovych tkani s
incidenci kolem 1 z 5-10 000. AZ 25% pfipadu vSak muze byt sporadickych. Klinicky
se MFS vyznaCuje velkou variabilitou. Mezi hlavni pfiznaky patfi poruchy
kardiovaskularniho systému, zejména dilatace a disekce vzestupné aorty, ocniho
systému — ectopia lentis, kostniho systému — Pectus carinatum nebo P. excavatum a
dalSi tzv. mala diagnosticka kritéria jako napfiklad arachnodaktylie.

Etiologickou pfiinou tohoto onemocnéni jsou mutace v genu FBN1, ktery je
lokalizovan na chromozomu 15q15-g21.1. Je prokazan i vliv genu FBN2
lokalizovaného na chromozomu 5923- q31 a TGFBR2 na lokusu 3p22.

Na nasSem pracovisti je molekularni analyza genu zahajena metodou mipa slouzici
k detekci velkych deleci Ci duplikaci v genech FBN1 a TGFBR2. Pokud neni zadna
delece odhalena, pfistupuje se k amplifikaci vSech 65 exonli genu FBN1 metodou
PCR a nasledné probiha elektroforetické rozdéleni produktll amplifikace metodou
SSCP (Single Strand Conformation Polymorfism). Exon, ve kterém SSCP odhali
konformacni zménu, je poté podroben sekvencCni analyze. Jeji vysledek je
porovnavan se znamou sekvenci FBN1.

Ze zkuSenosti ziskanych molekularni analyzou genu FBN1 provadénou na nasem
pracovisti chceme poukazat na nutnost dodrzeni kvality izolace DNA, nutnost
provadéni konfirmacnich testd a rovnéZz na nutnost ovéfovat vysledky ziskané
metodou mlpa pomoci jinych metodickych pfistupl. V souboru 100 pacientll se nam
puvodné pomoci metody mipa podafilo identifikovat 3 pacienty s velkou deleci exont
vgenu FBN1. Konfirmaéni testy téchto pacientd provadéné ze vzorki DNA
izolovanych z druhého nezavislého odbéru periferni krve a také prediktivni testy
rodinnych pfislusnikl proband( vSak snizili poCet pacientd s velkou deleci na
jednoho.
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RNDr. Zbynék Urban

Policie CR

Sprava VC kraje, Odbor kriminalistické techniky a expertiz
Ulrichovo namésti 810

501 01 Hradec Kralové

tel.: +420-974 521 360
e-mail: oktehk@seznam.cz

Prezentace Odboru kriminalistické techniky a expertiz Spravy VC kraje Policie
CR a forenzni genetika

Urban. Z., Cizkova J., Karaus E.

Sdéleni bude obsahovat informace o struktufe pracovisté Odboru kriminalistické
techniky na Spravé VychodoCeského kraje. Dale bude pojednano o usporadani
pracovisté forenzni genetiky, jeho personalnim obsazeni a pfistrojovém vybaveni.
Pfedmétem sdéleni bude také vyjmenovani a charakteristika zpracovavanych
materiall, postupy izolace nukleovych kyselin, detekce a archivace vzorku. Sdélena
bude i vybrana kazuistika.

-11 -



MUDr. Vaclav Chmelik

Infek&ni oddéleni

Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s.
B. Némcové 54

370 87 Ceské Budgjovice

tel.: +420-387 874 601
e-mail: chmelik@nemcb.cz

Diagnoéza infekéni nemoci a vyznam laboratorniho vysetireni

Chmelik V.

Svét Clovéka se rychle méni. Sjeho zménami souviseji i zmény ve vyskytu a
projevech infekci. Neé&které témér vymizely vlivem ockovani, veliky vliv na kliniku
nemoci ma zivotni styl (vyzZiva, navyky, sexualni revoluce). Obraz a pravdépodobnost
vzniku infekci pak vyrazné zménila moderni medicina (invazivita, chemoterapie,
imunosuprese, ekologie nemocnic). Zménila se dostupnost jakékoli Casti svéta
v realném Case a v bézné inkubacni dobé. Endemické infekce vzdalenych svétadill
se tak mohou nahle objevit v nasi nemocnici.
Obraz nemoci se vSak zménil také proto, Ze jejich obéti jsou jini lidé nez v minulosti.
Vyrazné prodlouzeni zivota, pfezivani i zavaznych nemoci, mnozstvi komorbidit a
zménény stav imunity nasledkem nemoci nebo IéCby jsou divodem toho, Ze nasi
nemocni podléhaji jinym agens, a nachazime u nich odchylné pfiznaky oproti kdysi
popisovanému obrazu nemoci.
Zmeénily se vSak také Ié¢ebné moznosti, Ize pouzit, ale i zneuzit nové skupiny Iéku a
Ize tak dosahnout lepSich vysledkl IéCby, ale také nezadoucich nasledku v ekologii
ustavu.
Tvorba diagnozy infekEni nemoci je kontinualné — pretrzity proces pfiblizovani se
k pravdé: situace se méni v Case, ziskavani informaci je sice pribézné, ale zména
nazoru prichazi az po prijeti a etapovém zhodnoceni jistého mnozstvi novych dat.
Terapeuticky zasah je cilem a praktickym vyuzitim dosazeného poznani, ale muze i
zakryt (dosud nepoznanou) skutecnost.
Co mlzeme povazovat za uplnou diagnézu infekéni nemoci. Zvlasté laboratorni
pracovnici povazuji za hlavni diagnozu etiologickou - tedy zachyt néjakého
mikroorganismu. Tato pfedstava je v§ak mylna. Zachyceny mikroorganismus muze
byt vysledkem kontaminace v pfedanalytické i analytické fazi vySetfeni, spravné
zachyceny mikroorganismus mulze byt neSkodnym komensalem nebo kolonizujicim
organismem, stejné jako vyvolavatelem pfiznakd. O nemocném tedy musime védét
mnohem vice: klinicky lékaf musi pojmenovat pfiznaky nemoci: postizeny organ,
zpusob a miru postizeni, tedy syndrom, dullezité je poznani, jak zavazny je stav, zda
jsou projevy fokalni infekce, nebo znamky celkové reakce organismu (SIRS, sepse,
tézka sepse, septicky Sok). Pro rozhodovani o tom jaka lécba, jak rychle a v jaké
intenzité ma byt podana, je pak nesmirné dulezity vék nemocného a pfidruzené
nemoci (komorbidity).
Diagnoéza infekéni nemoci tedy neni totozna s laboratornim vysledkem. Je vysledkem
komplexniho zhodnoceni klinickych pfiznakd, laboratornich, zobrazovacich a jinych
vySetfeni. Jednou z dulezitych uloh klinického pracovisté je indikace takovych
vySetfeni, ktera vedou k potvrzeni, dolozeni syndromologické diagnozy, zachytu
-12 -



puvodce a zjisténi jeho citlivosti na dostupnou chemoterapii. Indikace vySetfeni je
poloZzenim cilené otazky laboratofi. To ma stranku informacéni (Zadanka, jina
komunikace), technickou (vlastni provedeni odbéru, kvalita uchovani a transportu
materialu) i ekonomickou. Uloha laboratofe (zvla$té laboratofe zaméfené na
identifikaci plvodce) je na tuto otazku odpovédét, dle dostupnych informaci rozvinout
diferencialné diagnostické moznosti laboratofe a interpretovat ziskana data. Klinik
pak provadi dalSi interpretaci ziskanych vysledkl a je opravnén vysledek, ktery je
zcela v rozporu s klinickym nalezem upfesnit jinymi metodami, nékdy i zdivodnéné
odmitnout. Na kazdém z kroku tohoto procesu vznikaji chyby ! Jejich odhaleni je
Casto velmi obtizné a jejich disledkem mulze byt stanoveni chybné diagndzy i
zbyteCné |éCeni antibiotiky. Snizit vyskyt preanalytickych, analytickych a
interpretacnich chyb musi byt nasSim kazdodennim ukolem. Dosahnout toho
muzeme jen ve vzajemné pratelské a oteviené komunikaci mezi klinikem a
laboratornim pracovnikem.
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Ing. Barbara Brezna, Ph.D.
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Metodické poziadavky na polymerazovu ret'azovu reakciu pri detekcii
alergénov v potravinach

Brezna B.

Potravinové alergie predstavuju v civilizovanom svete problém, ktorého vyznam stale
rastie. Priblizne 3 — 4 % dospelej populacie a vySe 6 % deti trpi alergiou na nejaku
potravinu. Kvoéli ochrane alergikov je na potravinarskych vyrobkoch povinné
oznacovanie ich zlozenia, najma €o sa tyka pritomnosti Castych pdvodcov alergii.
Taktiez sa vyvijaju analytické metdody na dbkaz alergénov, aby bolo mozné
kontrolovat' pravdivost takéhoto oznacCenia. Metdédy ddkazu alergénov su vacsinou
zalozené priamo na dbékaze bielkoviny (imunologické metddy), alebo na dékaze DNA
(PCR metody). Pre rutinnu pouzitelnost PCR je potrebné splinit’ viacero poziadaviek.
V poslednych rokoch sa podarilo splnit poziadavky definovanej selektivity, zabrany
kontaminacie a kontroly uspesnosti amplifikacie jednotlivych vzoriek. Poziadavka
definovanej selektivity sa splnila konfrontaciou primérov a sond s verejnou databazou
sekvencii DNA a empirickou validaciou PCR-systémov z hladiska inkluzivity a
exkluzivity. PoZiadavka zabrany kontaminacie sa splnila nahradenim otvorenych
systémov vyuzivajucich elektroforézu uzavretymi systémami s priebeznou
fluorometriou (real-time PCR) a taktiez pouZitim enzymu uracil-DNA glykozylaza
v kombinacii s dUTP. Poziadavku kontroly uspeSnosti amplifikacie jednotlivych
vzoriek v nasom laboratériu rieSime pouzitim externych amplifikacnych kontrol.
Poziadavky, ktoré eSte nie su celkom splnené, su zabezpecCenie vysokej citlivosti v
potravinovej matrici a kvantifikacia. PozZiadavku vysokej citlivosti v potravinovej
matrici je mozné spinit tak, Ze sa ako marker pouzije viacképiovy gén. Zavedenie
kvantifikacie je v pripade dbkazu alergénov pomocou PCR stale problematické. Za
najvhodnejsi spésob v su€asnosti povazujeme pridavanie externych Standardov do
vzorky pred jej spracovanim.
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Metodické poziadavky na polymerazovu ret'azovu reakciu v aplikacii na rutinnu
identifikaciu patogénnych baktérii v potravinach

Kuchta T.

Polymerazova retazova reakcia (PCR) je vysokocitliva, vysokoselektivha a rychla
metdda na analyzu DNA, ktora je v principe vhodna na identifikaciu patogénnych
baktérii v potravinach. Pre jej rutinnu pouzitelnost’ je vSak potrebné splinit' viacero
poziadaviek. V poslednych rokoch sa podarilo splnit poZiadavky definovanej
selektivity, zabrany kontaminacie a kontroly uspeSnosti amplifikacie jednotlivych
vzoriek. Poziadavka definovanej selektivity sa splnila konfrontaciou primérov a sond
so stale sa rozSirujucou databazou sekvencii DNA a zavedenim Standardov validacie
PCR-systémov z hladiska inkluzivity a exkluzivity. PoZiadavka zabrany kontaminacie
sa splnila nahradenim otvorenych elektroforézu vyuzivajucich systémov uzavretymi
systémami s priebeznou fluorometriou (real-time PCR). Poziadavka kontroly
uspesSnosti amplifikacie jednotlivych vzoriek sa splnila pouzivanim internych
amplifikaCnych kontrol. PoZiadavky, ktoré eSte nie su celkom splnené, su
zabezpecCenie vysokej citlivosti v potravinovej matrici, kvantifikacia a rozliSenie
mftvych buniek. Poziadavku vysokej citlivosti v potravinovej matrici je mozné splnit
predradenim jednostupniového alebo dvojstupriového kultivatného rozmnozenia.
Poziadavku kvantifikacie je mozné splnit kombinaciou PCR s metddou
najpravdepodobnejSieho poctu (MPN) alebo pouZitim kvantitativnej separacie
bakterialnych buniek z potravinovej matrice. Na splnenie poziadavky rozliSenia
mitvych buniek bola navrhnuta metdda na rozklad DNA v mftvych bunkach pouzitim
etidiummonoazidu, av8ak su s fiou nejednoznaéné skusenosti.
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Mgr. Petra Vasickova

Vyzkumny ustav veterinarniho |lékarstvi
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621 00 Brno
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Virus hepatitidy E jako plivodce alimentarniho onemocnéni

Vzaél'c":kové P."2 Kralik P.2, Widén F.3, Pavlik 1.2, Smitalova R.2, Bendova J.?, Psikal
l.

! Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno
2 \lyzkumny Ustav veterinarniho lékafstvi, v. v. i.
®The National Veterinary Institute (SVA), Uppsala, Sweden

Alimentarni onemocnéni pfedstavuji celosvétovy problém, spektrum jejich plvodcu je
Siroké (od ruznych paraziti pfes stfevni bakterie az kvirdm a prionim). Za
nejCastéjSi agens takovychto infekci jsou povazovany viry. Skupina virl pfenosnych
potravinami zahrnuje nejen lidské, ale také zvifeci patogeny se zoonotickym
potencialem. Pravé diky témto schopnostem se v souCasné dobé zamérfuje stale
vétsi pozornost na virus hepatitidy E (HEV).

Dosud byl v evropskych zemich zaznamenan u lidi spiSe sporadicky vyskyt
onemocnéni vyvolaného HEV. To bylo pfevazné spojovano s pobytem pacientl
v rizikovych oblastech vyskytu HEV, kterymi jsou rozvojové zemé Asie, Afriky, Jizni a
Stfedni Ameriky. Data, ktera spojuji tuto infekci s konzumaci syrového nebo
nedostate¢né tepelné upraveného veprfového a jeleniho masa, pfipadné vnitfnosti,
svédc&i o zoonotickém potencialu HEV. Tento zplsob pfenosu byl potvrzen detekci
infek&nich virovych &astic ve veprovych jatrech dostupnych v obchodni siti v USA.

Dle oficialnich udaju Statniho zdravotniho Ustavu (SZU) pocet zaznamenanych
pfipadl hepatitidy E u obyvatel Ceské republiky stoupa (CR), coz muze byt

zapfi¢inéno otevienim hranic CR, zaroven vSak nelze vylougit moznost pfenosu HEV
potravinami veprového plvodu pfimo v obchodni siti CR.

Na zakladé vySe uvedenych informaci byla ve Vyzkumném ustavu veterinarniho
|ékaFstvi, v.v. i. vBrné zavedena metodika detekce HEV v biologickych vzorcich
prasete domaciho a provedena pilotni studie vyskytu tohoto viru jak u jateCnich
zvirat, tak pfimo v €eskych chovech.

Prace byla provedena s podporou grantu Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky

MZE0002716201 a EU projektt Grant Cost Action 929 ENVIRONET a
PathogenCombat.
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Mgr. Jifi Stika, Ph.D.

BIO-PLUS, spol. s r.o.
Polni 23/25
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e-mail: jisti@quick.cz

Detekce mykoorganismu v krvi détskych febrilnich imunokompromitovanych
pacienti pomoci PCR-RFLP

Stika J., Stérba J.

Mykoorganismy mohou byt pfi€inou vaznych az ZzivotohroZujicich systémovych
infekci u imunokompromitovanych pacientl. Polymerazovou fetézovou reakci (PCR)
s naslednou analyzou restrikCnich fragmentd (RFLP) jsme vyuzili k detekci
mykoorganisma v krvi détskych febrilnich imunokompromitovanych pacientd.
V prabéhu 25 mésicl jsme vyhodnotili 1072 vzorkd krve od 152 pacientl (primérné
7 vzorku/pacient). Detekovano bylo 6,3 % pozitivnich vzorkd (68/1072). V ramci
pacientl byla pozitivita 29,6 % (45/152): u 30 pacientd byl vyhodnocen 1 pozitivni
vzorek, u 9 pacientu 2 pozitivni vzorky, u 4 pacientl 3 pozitivni vzorky a u 2 pacientu
4 pozitivni vzorky. Byla zaznamenana shoda s klinickym stavem pacientu, ktera bude
v prispévku diskutovana. Detekce mykoorganismi pomoci PCR se u
imunokompromitovanych pacientu jevi jako potencialné pfinosna.
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MUDr. Zuzana Medkova, Ph.D.

IFCOR-99, s.r.o.
615 00 Brno

tel. : +420-604 951 227
e-mail: medkova@ifcor.cz

Aktualni vyskyt Chlamydia trachomatis zjiStény metodou PCR u pacientl s
poruchou fertility - vlastni zkusenosti

Medkova Z.", Rumpik D.2, Flek F.', Kintr J.", Klesnilova L.’

! Klinické laboratofe IFCOR — 99, s.r.0., Brno
2Klinika reprodukéni mediciny a gynekologie, Zlin

Urogenitalni infekce zplUsobené Chlamydia trachomatis patfi k celosvétové
nejrozSifengjSim sexualné prenosnym nakazam u obou pohlavi. Promofenost
populace dosahuje v naSich podminkach dle raznych zdroji az 10%, li8i se v
zavislosti na véku a mife sexualniho rizika. Vzhledem k oligosymptomatickym
pfiznakim, a tedy neodhaleni a neléceni akutni infekce (u Zen cervicitida, u muzu
uretritida) maji urogenitalni chlamydiézy zavazné duasledky. U Zen jsou nejCastg;jSi
pfiCinou chronickych zanéti malé panve (PID) s adnexitidou, endometritidou az
peritonitidou a mnoho&etnymi adhezemi r(izného rozsahu a lokalizace. Casty je vznik
extrauterinnich gravidit. Muzi jsou po inicialni uretritidé Casto postizeni
epididymitidou, orchitidou a prostatitidou. Chronické urogenitalni chlamydiézy vedou
u obou pohlavi k zavaznym porucham fertility. V pfipadé infekce spermii se navic
zvySuje riziko adnexalni infekce u partnerky (pfimy transport patogena do hornich
etazi genitalu). Zlatym standardem prikazu chlamydii je metoda PCR detekujici s
vysokou citlivosti a specificitou nukleovou kyselinu patogena. Lze ji testovat
cervikalni a uretralni vytéry, ejakulat, material odebrany per laparoscopiam a dalSi
druhy klinickych vzorkd. Material z jednoho stéru Ize vyuzit na paralelni diagnostiku
vice patogenl (Neisseria gonorrhoeae, M. genitalium, HPV, CMV atd.). V
prezentovaném souboru pacientl - klientd IVF centra - byla zjiSténa pfitomnost
infekce v endocervikalnich stérech u 4,8% zen (avSak z nich v 17.5% pfipadl u zen s
dg. Zzenska neplodnost!) a v ejakulatech 2,3% muzld s poruchou fertility. Klinicky
material z laparoskopii nebyl v souboru testovan, recentni publikované zkuSenosti
vSak uvadsji az 23,6% vyskyt chlamydii u laparoskopovanych pacientek (Simko et al.
2002).

vyznam vySetfeni na pfitomnost Chlamydia trachomatis u pacientd obou pohlavi
zafazenych do programu asistované reprodukce, a to v jeho inicialni fazi.

-18 -



RNDr. Jana Smahelova

Ustav hematologie a krevni transfuze
U Nemocnice 1
120 00 Praha 2

tel.: +420-221 977 103
e-mail: Jana.Smahelova@uhkt.cz

Detekce HPV DNA u zen s hraniéni cytologii ASCUS/AGC
Smahelova J.", Salakova M.", Hamsikova E.", Slavik V.2, Rob L.%, Tachezy R.

'NRL pro papillomaviry, Ustav hematologie a krevni transfuze, U Nemocnice 1,
Praha 2

2 Centrum gynekologické onkologické prevence, Katefinska 7, Praha 2

3 Gynekologicko - porodnicka klinika, 2. Iékafrska fakulta UK, FN v Motole, Praha 5

Lidské papillomaviry (HPV) jsou etiologickym faktorem vzniku karcinomu délozniho
Cipku, druhého nejCastéjsiho zhoubného nadoru u Zen. Infekce HPV je ve vétSiné
pfipadl pouze pfechodného charakteru, mize se projevit mirnymi zménami bunék, a
viry vétSinou spontanné vymizi. V pfipadé pfetrvavani infekce tzv. vysoko rizikovymi
typy (HR HPV) se prokazatelné zvySuje pravdépodobnost progrese téchto
cytologickych zmén do prekanceroznich neoplazii délozniho Cipku a karcinomu.
Cilem nasSi studie bylo porovnat citlivost opakovaného cytologického testu versus
detekce HPV DNA pro zachyt Zzen s nalezem zavaznych prekancer6z CIN2+.
Porovnat citlivost a specifitu pro zachyt téchto zen v amplifikacnim a neamplifikaénim
testu detekce HPV DNA.

Do naSi studie jsme =zahrnuli 651 Zen s hraniCnimi cytologickymi nalezy
ASCUS/AGC. U téchto Zen byla pfi vstupu do studie provedena opakovana
cytologie, stér z Cipku pro stanoveni HPV DNA a expertni kolposkopie. V laboratofi
jsme detekovali HPV DNA s vyuzitim komeréné dostupného setu Hybrid Capture 2
(hc2; Digene) a soucasné pomoci PCR (MY09/11) nasledovanou Southern blot
hybridizaci. Celkem 45,5% Zen bylo hc2 pozitivnich a 50,7% PCR pozitivnich. Shoda
mezi obéma metodami byla 90,9%. Pozitivita na HPV DNA stoupala se zavaznosti
cytologickych a histologickych nalezid. Obé metody byly dostate¢né citlive,
detekovaly 90% zZen, u nichz byl histologickou konfirmaci potvrzen nalez CIN2+. Test
hc2 mél vyssi specifitu, ktera se zvySovala s vékem pacientek. Detekce HPV DNA
méla srovnatelnou citlivost i specifitu s opakovanou cytologii. U pacientek
operovanych v pribéhu této studie byla zjisténa silna korelace mezi absenci HR HPV
a nasledné normalnim histologickym nalezem ve vzorku odebraném pfi chirurgickém
zakroku.

Detekce HPV DNA u Zen nad 30 let s hrani¢nimi cytologickymi nalezy ASCUS/AGC
by v kombinaci s Pap stéry byla vhodnym nastrojem ur€eni zvySeného rizika nalezu
CIN2+ a zaroven by zabranila nadmérnym chirurgickym zékrokim u téchto Zen.
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Nepodcenujeme nalezy mykoplaziem u gynekologickych pacientok?
Simko J., Mezenska R., Zmetakova |.

Celularne parazity zapricifiuju u gynekologickych pacientok cely rad patologickych
stavov so Sirokou Skalou klinickych priznakov. Problematickou bola dihu dobu
detekcia tychto patogénov, ktoré sa len tazko kultivuju a st tiez velmi citlivé na dizku
a podmienky transportu. Vychodiskom pre presnu diagnostiku sa stali az metody
molekularnej bioldgie — predovsetkym polymerazova retazova reakcia, hybridizacia a
ich vzajomné kombinacie v rozlicnych variantach detekénych postupov.

Pozornost v minulych rokoch sa sustredila predovSetkym na odhalovanie klinickych
dopadov pritomnosti chlamydii - mozno aj preto, Zze prvym a dlhodobo jedinym
komercne dostupnym bol kit na detekciu tychto patogénov. Mykoplazmy sa dlhu
dobu povaZovali za menej agresivny, bezpriznakovo sa vyskytujuci ,self limited®
patogén. Vznik a rychle rozSirovanie novych komercnych kitov predovSetkym na
baze ,real — time“ PCR umoznilo odhalit niektoré pozoruhodné suvislosti.
Mykoplasma hominis a Ureaplasma urealyticum ako najCastejSi zastupcovia
mykoplaziem su napriklad podfa viacerych autorov najCastejSou pri€inou
negonokokovych uretritid.

V subore viac ako 850 zien sme stanovovali tak pritomnost chlamydii, ako aj
mykoplaziem a ureaplaziem. Mykoplazmy sme verifikovali predovSetkym ako pri€iny
zapalov nizSich Casti urogenitalneho traktu ale ich pritomnost bola ¢asto potvrdena
aj pri adnexitidach, pelvic pain a sterilitach.

Zvlastnostou je len nepatrné (menej ako 10%) prekryvanie vyskytu chlamydii a
mykoplaziem u najCastejSich gynekologickych diagnoz, aj ked v spdsobe zivota a
Sirenia oboch skupin patogénov mdzeme najst vela podobnosti.

Podfla naSich zisteni by sa mala detekcia myko- a ureaplaziem stat neoddelitelnou
sucastou vysetrovacich algoritmov u naj¢astejSich gynekologickych diagnoz.
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Prukaz Mycoplasma hominis v amniové tekutiné téhotnych zen metodou
real-time PCR

Vydrzalova M., Lyskova P., Kralovcova D., Mazurova J., Fiedler Z.
Katedra biologickych a biochemickych véd, Univerzita Pardubice

Mycoplasma hominis patfi mezi nejmensi mikroorganismy schopné replikace
bez zavislosti na zivé burice. VyznaCuje se omezenymi biosyntetickymi
schopnostmi a malou biochemickou aktivitou odrazejici jejich velmi maly
genom. Diagnostika Mycoplasma hominis je spojena s obtizemi vyvolanymi
jejich nutriéni a kultivaéni naro€nosti a citlivosti k fadé fyzikalnich a chemickych
faktorl prostredi.

Mycoplasma hominis je povazovano za soucast mikroflory urogenitalniho
systému zdravého Clovéka. V sou€asnosti je vS8ak davano do souvislosti s celou
fadou akutnich zanétlivych onemocnéni malé panve, je spojovano s poruchami
reprodukce, potraty a nizkou porodni vahou novorozence. Mira patogenity
tohoto druhu je v8ak dosud studovana. Davodem je vyskyt Mycoplasma
hominis nejCastéji ve smési s jinymi druhy mikroorganismu, které se rovnéz
mohou podilet na vzniku infekéniho onemocnéni genitalniho ustroji Zen.

Cilem prace bylo zavedeni metody real-time PCR k detekci Mycoplasma
hominis ve vzorcich amniové tekutiny t€hotnych Zen. Detekce byla zalozena na
prikazu genu kodujiciho enzym glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasu. Metoda
byla optimalizovana k detekci 40 kopii genomické DNA Mycoplasma hominis.

Tato prace byla podpofena grantem MSM0021627502.
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Klinické zkuSenosti s diagnostikou toxoplazmézy u gravidnich zen
sérologickymi a PCR metodami

Prasil P'., Cermakova Z.2, Pligkova L.

! Klinika infek&nich nemoci Lékarské fakulty a Fakultni nemocnice v Hradci Kralové

2 Ustav klinické mikrobiologie Lékarské fakulty a Fakultni nemocnice v Hradci Kralové
3 Ustav klinické biochemie a diagnostiky Lékarské fakulty a Fakultni nemocnice

v Hradci Kralové

Akutni toxoplazmoéza je zavazné onemocnéni u imunokompromitovanych nemocnych
a u gravidnich pacientek pro moznost poskozeni plodu. Rozsah postiZzeni plodu je
pfimo zavisly na dobé gestace a akvirovani akutni infekce Toxoplasmou gondii.
Riziko pfenosu z matky na plod roste s pokrocilosti gravidity, na druhou stranu v8ak
tize posSkozeni plodu klesa s dobou té€hotenstvi.

Sérologicka vySetfeni matky nemusi vzdy davat jasny obraz o aktualnim stavu
infekce. Pozitivni prukaz DNA Toxoplasma gondii metodou PCR vypovida o
akutnosti infekce. Ke spolehlivému prikazu DNA Toxoplasma gondii vzdy zalezi na
typu odebraného biologického materialu. U gravidnich pacientek pfi pozitivnich
akutnich sérologiich vzdy vySetfujeme: sérum matky (pfi prvnim kontaktu), amniovou
tekutinu (je-li indikovana amniocentéza z gynekologického, infektologického nebo
genetického hlediska), sérum novorozence po porodu (pfi suspekci Ci prokazané
infekci plodu) a méné Casto téz i sérum plodu (pfi indikované kordocentéze).
Pfipadné pozitivity DNA Toxoplasma gondii z jednotlivych biologickych materiala
musi byt peclivé zhodnoceny a zpravidla maji odezvu ve specifické antiprotozoalni
terapii. V€as rozpoznana kongenitalni toxoplazméza byla vzdy |éCena s dobrym
efektem.
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PharmDr. Lenka Pliskova

UKBD, FN Hradec Kralové
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SeptiFast a jeho misto v diagnostice sepsi

Pliskova L.", Bolehovska R.", Hypiusova V.", Cermak P.?
! Ustav klinické biochemie a diagnostiky,
Ustav klinické mikrobilogie, LF a FN Hradec Kralové

Uvod: Sepse je vyznamnym celosvétovym problémem, na rozdil od jinych nemoci je
spojena se stale vzrustajici incidenci a v souCasné dobé stale vysokou umrtnosti.
Jednim z divodd vysoké mortality sepse je obtiZznost diagnostikovani a nasledné
léCby tohoto zavazného stavu.

Metodika: Komercni test SeptiFast umoziiuje detekci 25 nejCastéjSich plvodcu
sepsi G-, G+ bakterii a hub ve vzorcich krve. Patogenni DNA je izolovana pomoci
SeptiFast Lys Kitu a SeptiFast Prep Kitu dle pokyna vyrobce. Vlastni amplifikace
probiha ve tfech multiplex real-time PCR reakcich pro G+, G- bakterie a fungi.
Identifikace jednotlivych plvodcl se provadi na zakladé analyzy teploty tani pomoci
SeptiFast Identification Softwaru.

Vysledky: V ramci pilotni studie jsme vy3etfili 81 vzorkd krvi od 62 pacientd,
hospitalizovanych na jednotkach intenzivni péce ve FN Hradec Kralové. 19 vzorku
bylo pozitivnich (byl detekovan 1 az 3 plvodci sepse), 55 negativnich a u 7 vzorku
byla zjiSténa pfFitomnost inhibitord DNA polymerazy. NejCastéjSim plvodcem byla
Klebsiella pneumoniae/oxytoca.

Zaveér: Prinosem testu je zejména rychlost prikazu bakterialni nebo fungalni DNA
vybranych puvodct (do 8 hodin po odbéru krve) a moznost detekce vice plvodcl
sepse soucasné. SeptiFast test by se mohl stat v nékterych indikovanych pfipadech
(zejména u tézké sepse, mykotické infekce, polymikrobialni infekce) soucasti
diagnostického procesu septického stavu pacienta.
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Mgr. Pavel Trubaé

Laboratof molekularni biologie a genetiky
Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s.
BoZzeny Némcové 54

370 87 Ceské Budgjovice

tel.: +420-387 873 031
e-mail: trubac@nemcb.cz

Vyuziti sekvenace 16S rRNA pri identifikaci bakterialnich infekci
Trubaé P., Piskunova N., Jakubcova M., Simerova E.

Laboratof molekularni biologie a genetiky, Nemocnice Ceské Budé&jovice, a.s.

V soucasné dobé se stale zvétSuje nabidka jak komeréné dodavanych kitl, tak ,in
house® metod pro DNA diagnostiku bakterii z klinickych materiald. Ne vzdy je v8ak
zcela jasné, na jaky konkrétni patogen je tfeba se zaméfit. PCR amplifikace
bakterialni 16S rRNA a jeji nasledna sekvenace umoznuje v nékterych pfipadech
elegantni, pfesny a pomérné rychly zpusob detekce bakterii. Tuto metodiku jsme
zaCali pouzivat nejdfive kidentifikaci bakterialnich kmenl, kdy standardni
mikrobiologicka diagnostika nebyla jednoznacna. Postupem ¢asu jsme ziskané
zkuSenosti uplatnili i pfi vySetfovani klinickych materiald (krev, mozkomisni mok,
punkce, tkan€). Na vybranych kazuistikach demonstrujeme vyhody i rizika spojena
s touto metodou. Zejména u obtizné Ci dlouho se kultivujicich bakterii se tato metoda
ukazala byt velice uzite€nym pomocnikem. P¥i interpretaci vysledku je vSak zapotiebi
postupovat velice obezifetné, hlavné vzhledem k moznostem odbérovych
kontaminaci nebo sou¢asnému vyskytu riznych druh( bakterii.

-24 -
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Pfenos CMV materskym miékem
Stépanova V., Pligkova L.%, Forstl M.", Bolehovska R.2, Huskova J.%, Horagek J.2

! L:Jstav klinické mikrobiologie, NRL pro CMV,
2 Ustav klinické biochemie a diagnostiky, Fakultni nemocnice a Lékarska fakulta,
® Farmaceuticka fakulta Karlovy Univerzity, Hradec Kralové

Uvod. Matefské mléko je dilezitym zdrojem prenosu CMV v raném postnatalnim
obdobi. Nase studie byla zaméfena na pfenos CMV matefskym mlékem u vybranych
matek na porodnicko-gynekologické klinice FN v Hradci Kralové v letech 1999 —
2002.

Material a metody. Bylo vySetfeno 100 vzorkG matefského mléka odebranych od
matek fyziologickych novorozencl 4. den po porodu a 100 vzorkl od matek
novorozencl s ruznymi patologickymi stavy do 30 dnl po porodu. Izolace CMV se
provadéla na bunécné kultufe lidskych embryonalni fibroblastl po dobu 3 tydna.
Cytopaticky efekt byl vétSinou prokazovan 5. — 7. den od zacatku kultivace. CMV
DNA byla vySetfovana metodou PCR nested. DNA byla izolovana pomoci QlAampR
DNA Mini Kit, primery byly vybrany z oblasti immediate early genu (JCM 1992).
Produkt PCR byl detekovan ELFO na 2% agar6zovém gelu barveném ethidium
bromidem. Prouzky o velikosti 242 bp (1. PCR) 146 bp (2. PCR) identifikovaly CMV
DNA. Senzitivita metody byla 100 kopii/ml. Prikaz CMV IgM, IgG a avidity
konfirmoval aktivni infekci, eventuelné primoinfekci.

Vysledky. CMV nebyl prokazan ani v jednom pfipadé v matefském mléce matek
fyziologickych novorozencl. Ve 29 vzorcich matefského mléka odebranych od matek
patologickych novorozencu byl prokazan CMV, ve 21 pfipadech pomoci PCR, v 6
vzorcich pomoci PCR i izolace a ze 2 vzork( pouze izolaéné. Primeérny vék téchto
matek byl 28 let, primérny vék novorozencl matek s prokazanym CMV byl 26 dnu.
Tato skupina novorozencu zahrnovala déti predéasné narozené, s nizkou porodni
vahou nebo jinymi patologickymi stavy. 8 déti mélo vazné klinické symptomy. DalSi
vyvoj déti ale nebyl dlouhodobé sledovan. U jednoho ditéte bylo pozdéji
diagnostikovano postizeni sluchu.

Zavér. Hlavné novorozenci s riznymi patologickymi stavy jsou ohrozeni CMV
v raném postnatalnim obdobi. Pouziti PCR nékolikanasobné zvysilo prikaz CMV
z matefského mléka, ale je celkové procento pfenosu mensi nez je udavano
v literatufe (29%). | na tento zdroj CMV je nutné myslet zejména u patologickych
novorozencu.
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MUDr. Petr Hubacéek

Klinika détské hematologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol
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CMV infekce u pacientli po alogenni transplantaci hematopoetickych
kmenovych bunék

Hubagek P."2, Hrdlickova A.2, Keslova P.', Formankova R.", Nagyova B.!, Sedlacek
P.

'Klinika détské hematologie a onkologie

%L aboratof molekularni genetiky Pediatrické kliniky, 2. LF UK a FN Motol, Praha

Infekce lidskym cytomegalovirem (CMV) stale zlUstava dulezitou pfi¢inou morbidity a
mortality po alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék (HSCT).
Pres pokrok v detekci a pre-emptivmi strategii |€Cby a rozSifujicim se terapeutickym
moznostem, dochazi u nékterych pacientd k rozvoji symptomatické CMV nemoci a
pfi dlouhodobé Ié¢bé také selekci virovych mutant rezistentnich k virostatikim.

Od 1/2002 do VIII/2007 jsme prospektivné vysetfili 5057 vzorkd krve od 142 détskych
pacientld po alogenni HSCT (median 9,4 roku, rozmezi 0,2-20,5). VétSina pacientu
(78%) byla transplantovana pro maligni onemocnéni myeloablativnim rezimem.
VSem pacientim byl profylakticky podavan acyklovir. Pfitomnost CMV byla testovana
pomoci RQ-PCR v DNA izolované z piné krve. V prabéhu sledovani jsme CMV
detekovali celkem v 998 vzorcich od 91 pacientd. U 42 (29,6%) pacienta byl CMV
detekovan ve vyssi kvantité a proto u nich byla zahajena preemptivni Ié¢ba. U 23
|éCenych nasledné dochazelo k opakovanym reaktivacim a 1é¢bé i po dni 100 od
HSCT. Lékem prvni volby byl ganciklovir (GCV), dalSi alternativou byl foscarnet,
cidofovir ¢i valganciclovir. U 11 pacientl se objevily klinické pfiznaky CMV infekce, u
2 doslo k rozvoji plné symptomatické CMV nemoci (fatalné probihajici CMV
pneumonie, CMV encefalitida s retinitidou). U jedné pacientky jsme pozorovali
kombinaci fatalni aspergilové a CMV pneumonie. U pacientd s CMV pneumonii jsme
pozorovali vyrazny rozdil mezi kvantitou viru v postizené tkani oproti periferni krvi.
Pacientka s encefalitidou byla v obdobi pfed objevenim se pfiznakl nemoci témér
trvale l1éCena pro CMV reaktivace, a proto jsme méli klinické podezieni na GCV
rezistentni mutantu viru, kterou jsme nasledné prokazali. U jednoho pacienta
s chronickou GvHD na trvalé imunosupresivni 1é€bé jsme pozorovali pfiznakovou
primoinfekci vice jak 5 let po HSCT a také u néj se béhem dlouhodobé |éCby
virostatiky selektovala GCV rezistentni mutanta viru.

Nase zkuSenosti ukazuji, Ze ackoli jsme schopni ¢asnou terapii uspésné IéCit CMV
reaktivace, je tfeba mit na zfeteli rizika, jimiZz jsou selekce rezistentnich mutant a
pozdni reaktivace pfi trvajici imunosupresi. Kvantifikace virové naloze se proto stava
u vyznamné imunosuprimovanych pacientll podminkou, moznost rychlé detekce virQ
rezistentnich k virostatikim pak velkou vyhodou v klinickém rozhodovani.

MZO 00064203, MSMT002162081 a IGA NR 9418-3
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Validace in-house PCR pro priikaz DNA Borrelia burgdorferi sensu lato

Bolehovska R., Pliskova L., Hypiusova V.
Ustav klinické biochemie a diagnostiky LF a FN Hradec Kralové

Uvod: Spirochety Borrelia burgdorferi sensu lato (BB) vyvolavaji multisystémové
infek€ni onemocnéni, které je charakterizovano pestrou variabilitou klinického
obrazu, obtiZznou identifikaci pfiznaku a v neposledni fadé i naro¢nosti laboratorniho
prukazu.

Cil: Zavedeni a nasledna validace metody pro prikaz DNA Borrelia burgdorferi
sensu lato spolu s kontrolou inhibice reakce v jedné zkumavce.

Metoda: Primery a sondy (TagMan) pro real-time PCR byly pro BB vybrany z oblasti
chromozomalniho genu kodujiciho protein flagellin a pro kontrolu inhibice z oblasti
HLA-DQ genu. Metoda byla provadéna na pfistroji RotorGene 3000 za vyuziti
univerzalniho teplotniho profilu.

Vysledky: Podafilo se nam zavést metodu multiplex real-time PCR pro prikaz DNA
BB a kontrolou inhibice, aniz by dosSlo k ovlivnéni citlivosti reakce pro BB. Metoda
byla nasledné validovana stémito vysledky: citlivost reakce pro BB byla
1 organizmus/ml (resp. 8000 kopii plazmidové DNA/mI); zjisténi opakovatelnosti a
reprodukovatelnosti Ct hodnot bylo provedeno na dvou vzorcich o riznych hladinach
s vysledkem do 5%. Specifita reakce byla ovéfena pomoci BLAST.

Zavér: Metoda byla pIiné zvalidovana a uUspésSné zacClenéna do rutinni
mikrobiologické diagnostiky borreliovych infekci.
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Laboratorni diagnostika infekci patogennimi leptospirami ¢lovéka
Cermakova Z.", Voxova B.", Pligkova L.?, Bolehovska R.?, Prasil P.3, Honegr K.

! Qstav klinické mikrobiologie, FN Hradec Kralové
2 Ustav klinické a biochemické diagnostiky, FN Hradec Kralové
® Klinika infek&nich nemoci, FN Hradec Kralové

Leptospirové infekce zahrnuji velkou skupinu hore€natych onemocnéni Clovéka i
zvitat (typické zoondzy) a na uzemi CR se vyskytuji obvykle s incidenci 0,3 na
100000 obyvatel. Vy3ssi vyskyt je spojovan s periodickym pfemnozenim hlodavcli a
zaplavami.

V parazitologické laboratofi UKM FN Hradec Kralové jsme zaznamenali
Sestinasobné vysSSi vyskyt laboratorné potvrzenych diagndz leptospirdzy po
povodnich vroce 2000. Vzhledem ke zvySené pozornosti, kterou vénujeme i
suspektnim nalezim ziskanym sérologickym vySetfenim a zavedeni PCR metody do
rutinni diagnostiky, pozorujeme vy3Si pocet pozitivnich vysledkd i dnes. Metoda
polymerazové fetézové reakce prokazuje DNA patogennich leptospir v riznych
vzorcich biologického materialu (plazma, likvor, moc¢, bronchoalveolarni lavaz apod.)
jiz v Easnych fazich onemocnéni. Pro pfesné ur€eni sérovaru je pouzita, po vytvoreni
dostatecné hladiny protilatek, metoda mikroaglutinace-lyza (MAL), nebot’ jednotlivé
sérovary zpusobuji charakteristické klinické obrazy a jsou spojeny s konkrétnimi
zvitecimi rezervoary (divody epidemiologické).

Ve sdéleni jsou uvedeny vysledky vySetfeni metodami PCR a MAL v letech 2002 —
2005 a doporuceni pro odbér vzorki biologického materidlu, nebot vysledky
laboratornich metod jsou limitovany spravnou klinickou indikaci, dodrzenim
doporucenych postupu a doby odbéru biologického materialu.
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Kasuistika I.
Svobodova M.", Barekova L.?, Stumr F.2
! Ustav klinické mikrobiologie FN a LF UK Hradec Kralové

2 Mikrobiologické oddéleni, Pardubicka krajska nemocnice, a.s.
3 SEDIUM s.r.o., Laborator molekularni biologie, Pardubice
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Kasuistika Il.
Forstl M.", Voxova B.", Kohout A.2, Pligkova L.3
! Ustav klinické mikrobiologie FN a LF UK Hradec Kralové

2 Fingerlandlv ustav patologie FN a LF UK Hradec Kralové
3 Ustav klinické biochemie a diagnostiky FN a LF UK Hradec Kralove
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Kasuistika lll.
Buchta V., Mlynar J.

Ustav klinické mikrobiologie FN a LF UK Hradec Kralové
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Atypické mykobakteriézy u lidi

Kralik P.', Moravkova M.', Slana 1., Mrlik V.!, Svobodova J.?, V. Vaska V.3
Dastychova E., I. Pavlik I."

' Oddéleni bezpeé&nosti potravin a krmiv, Vyzkumny Ustav veterinarniho Iékafstvi, v.
V..

2 Laboratof pro mikrobiologii TBC a mykobakterii, Zdravotni Gstav se sidlem v Brné&
1. dermatovenerologicka klinika, FN u sv. Anny, Brno

Zdravotné vyznamné mykobakterie, které nepatfi do komplexu Mycobacterium
tuberculosis a M. avium, se fadi mezi takzvané podminéné patogenni atypické
mykobakterie. Vyskytuji se bézné v prostfedi a riziko pfedstavuji predevSim pro
imunokompromitované jedince a déti.

Na naSem pracovisti jsme provadéli doSetfovani vzorkld tkani a prostfedi nékolika
pacientl, u kterych byla prokazana mykobakteriéza. VSechny vzorky tkani a zevniho
prostfedi byly kultivovany a izolaty, které byly mikroskopicky pozitivni na pfitomnost
acidorezistentnich tyCek, byly vySetfeny kultivacné nezavislymi metodami (PCR a
sekvenovani 16S rDNA a ITS oblasti). Sekvence byly srovnany s databazemi na
internetu (GenBenk a RIDOM) a nékteré mykobakterialni druhy se timto zplisobem
podafilo identifikovat.

V pfednasce budou prezentovany vysledky sledovani nékolika pacientu s akutni i
chronickou mykobakeriézou, v jejichz bydliStich a pracovistich byly hledany zdroje
mykobakterialni infekce.

Préace byla vypracovéna s podporou grantu Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky
MZE0002716201.
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Studium expresnich profild u Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
Pribylova R., Kralik P.", Beran V.", Bull T.2, Pavlik I.]

'Oddéleni bezpecnosti potravin a krmiv, Vyzkumny ustav veterinarniho |ékarstvi, v.
V. i.

? Department of Cardiovascular Sciences-Surgery St. George's Hospital Medical
School, London, England

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) je intracelularni obligatni
patogen, ktery vyvolava vyznamné onemocnéni zvifat zvané Johneho choroba.
Z hlediska humanni mediciny existuje silny pfedpoklad, Ze MAP je jednim z puvodcu
vyvolavajicich Crohnovu chorobu u lidi. Studium genové exprese pomoci RNA
predstavuje u€inny nastroj pro odhaleni molekularni podstaty fenotypu a heterogenity
chorob nebo identifikaci specifickych genu zapojenych do procesu vzniku a prubéhu
chorob a nasledné zvoleni optimalni IéCby. Cilem naSi studie bylo zjistit expresni
profily vybranych genl patogenity, adhezivity a virulence u raznych kment MAP in
vitro za pUsobeni uréitych stresovych faktort. Vzhledem k tomu, Zze MAP byly dfive
prokazany v mléce a mlécnych vyrobcich byly jako stresové faktory zvoleny razné
teploty pouzivané pfi pasteraCnim procesu a dale kyselina mlé€na jakozto soucast
mléénych vyrobkd. Snizena nebo zvySena exprese danych genl za pusobeni
urcitych stresovych faktord muze poukazovat na inhibiéni nebo naopak stimulaéni
efekt daného faktoru na geny pro patogenitu, adhezivitu nebo virulenci u MAP.

Préace byla vypracovéana s podporou grantu Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky
MZE0002716201 a EU projektu PathogenCombat.
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Infekce TBC u psa domaciho — kasuistika
Slana I." Moravkova M", Mrlik V.!, Svobodova J.2, Kralik P.", Pavlik I.]

' Oddéleni bezped&nosti potravin a krmiv, Vyzkumny ustav veterinarniho Iékarstvi, v.
V..
Z Laboratof pro mikrobiologii TBC a mykobakterii, Zdravotni Gstav se sidlem v Brné

M. tuberculosis zpusobuje infekce zejména u lidi, v nasi laboratofi jsme vSak
zaznamenali i pfitomnost M. tuberculosis u dvou psu, ktefi byli v kontaktu
s pacientem s diagnostikovanou otevienou formou plicni tuberkul6zy.

U jednoho ze psi se nam podafilo metodou 1S67170 PCR (PCR detekujici
specifickou inzeréni sekvenci 1IS6710, ktera je specificka pro zastupce komplexu M.
tuberculosis) intravitalné prokazat pfitomnost zastupcu M. tuberculosis komplexu
z trusu, postmortalné z mizni uzliny podcelistni a ze stfeva obou psu. V prostfedi
zahrady se podafilo metodou 1S6770 PCR zastupce M. tuberculosis komplex
prokazat z mi¢kd na hrani, nedopalku cigarety a trusu. Kultivacné se zastupce M.
tuberculosis prokazat u psi a v prostiedi nepodafilo. V zevnim prostfedi byly
izolovany razné druhy podminéné patogennich mykobakterii.

Préace byla vypracovéana s podporou grant(i Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky
MZE0002716201 a 1B53009.
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Infekce TBC u prasete domaciho — kasuistika
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Pfestoze vakcina proti humanni TBC infekci existuje jiz nékolik desitek let,
tuberkuléza zustava celosvétové rozSifenou chorobou, ktera je pfi€inou smrti tfi
miliona lidi roéné. U zvifat jsou plvodcem tuberkuléznich zmén pFedevSim
Mycobacterium bovis a zastupci komplexu M. avium. Ojedinéle jsou vSak
zaznamenavany infekce zpusobované plivodcem humanni TBC M. tuberculosis.

Pfi rutinnim vySetfeni na jatkach v Ceské republice byl zaznamenan vyskyt
kalcifikovanych tuberkul6znich zmén v miznich uzlinach podcelistnich u dvou prasat
domacich chovanych na malé hospodafské farmé. Kultivanim vySetfenim bylo
zjisténo M. tuberculosis.

Pfi patrani po zdroji infekce byla doSetfena sérologicky a intradermalnim testem
s bovinnim a aviarnim tuberkulinem i ostatni zvifata nachazejici se na této farmé
(prase, kun, osel, skot). Oba tyto imunologické testy byly u ostatnich zvifat na
pritomnost M. tuberculosis komplex negativni. Pfesto ostatni prasata pochazejici
ztéto farmy byla utracena a pfitomnost M. tuberculosis byla u nich potvrzena
v mandlich a stfevé metodou PCR. P¥i patrani po zdroji infekce bylo zjisténo, Ze o
zvifata se staral muz, pochazejici z Ukrajiny, dodateCnym vySetfenim byla u néj
zZjisténa oteviena forma plicni tuberkul6zy.

Préace byla vypracovéna s podporou grantii Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky
MZE0002716201 a 1B53009.
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