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PROGRAM

2. Unora 2011 stieda
10:00 — 12:30 Registrace
13:00 - 13:15 Zahajeni

13:15 - 14:00 Uvodni sdéleni

Doc. PharmDr. Martin Beranek, Ph.D., Ustav klinické biochemie a diagnostiky LF a FN Hradec
Kralové,
Klinicky vyznam diagnostiky mutaci v K-ras genu u kolorektalniho karcinomu

14:00 — 15:50 Analyza humanniho genomu

Vani¢kova P., Drimlova V., Januska J., Branny M., Branny P., PriSova E. a Béday A.
Laboratof molekularni biologie, P&R Lab a.s., Komplexni onkologické centrum, Novy Ji€in
Porovnavani efektivnosti prescreeningovych metod u pacientti s hypertrofickou
kardiomyopatii

Cejnova V., Stolba P., Harmas$ V., Wilimska M., Stara M., Soukupova M., Lastavkova J.,
Oddéleni Iékafské genetiky, Masarykova nemocnice v Usti nad Labem,

Molekularni a cytogeneticka analyza mikrodeleci a prestaveb chromosomu Y u muzi
s reprodukénimi problémy

Dvorakova M., Soumarova R., Stursa M., Tavandzis S., Tovary$ova A., Ferak |., Drimlova V.,
Horka K. a Boday A., Laboratoi molekularni biologie, P&R Lab a.s., Komplexni onkologické
centrum, Novy Jic€in

Molekularni markery v diagnostice karcinomu prostaty a jejich vyuziti v praxi

15:50 - 16:00 Prestavka

16:00 — 17:00 Sekvenace nukleovych kyselin

Brdi¢ka R, Ustav hematologie a krevni transfuze a Ustav experimentaini mediciny AVCR
Co se ziskanymi vysledky analyzy sekvenci NK

Pliskova L., Bolehovska R., Ryskova L., Ustav klinické biochemie a diagnostiky LF a FN
Hradec Kralové
Postaveni sekvenaéni analyzy v diagnostice infekénich onemocnéni

17:00 - 17:10 Prestavka

17:10 - 18:30 Panelova diskuse

Technologické a metodické pokroky v molekularni biologii
moderuje Ing. FrantiSek Stumr, Ph.D., MeDilLa Pardubice

19.30 — 23.00 Spoleéensky vecer




3. Unora 2011 ctvrtek

8.30-10.00 Diagnostika nozokomialnich infekci

A. Baryal, GeneProof, a.s.
Diagnostika legionelovych infekci pomoci PCR

Trubac P., Piskunova N., éimeroyé E., Jakubcova M., MikeSova A., Laboratof molekularni
biologie a genetiky, Nemocnice Ceské Budéjovice, a.s.
Diagnostika Clostridium difficile pomoci molekularné biologickych metod

Barekova L., Zalabska E., Soudkova E.
Rutinni diagnostika Clostridium difficile v Pardubické krajské nemocnici

10.00 - 10.15 Prestavka
10.15-12.30 Varia

Piknova L., Janska V., Kuchta T., Vyskumny ustav potravinarsky, Bratislava, Slovenska
republika
Implementacia interného standardu v analyze potravin polymerazovou retazovou
reakciou

Prodélalova J., Moutelikova R., Dufkova L., Vyzkumny Ustav veterinarniho Iékafstvi, v.v.i.,
Brno

Detekce a molekularni analyza genomu gastroenteralnich virtl prasat, stanoveni jejich
zoopatogenniho potencialu

Hlozek P., Dendis M., Bednar J., GeneProof a.s. Brno
Praktické vyuziti vysledki PROBIT analyz pro stanoveni bezpeéného postupu citlivé
detekce pfi smésovani vzorku (,,pool*)

Némec V., Stumr F., Mencl K., Détské oddéleni, Pardubicka krajska nemocnice a.s.
Boreliova artritida a jeji prikaz vySetfenim vypotku PCR metodou.

Mrazek J., Karasova H., Zdravotni ustav se sidlem v Ostravé, Centrum klinickych laboratofi,
Oddéleni molekularni biologie
Lékové rezistence HBV a jejich diagnostika

Orsagova |l., Roznovsky L., Petrousova L., Mrazek J., Kloudova A., Klinika infekéniho
lékarstvi, Fakultni nemocnice Ostrava
Klinické disledky rezistence na antivirotika pfi Iécbé hepatitidy B

Mikalova L., Pospisilova P., Flasarova M., Smajs D., Biologicky Ustav, LékaFska fakulta,
Masarykova univerzita, Brno

Molekularni detekce, kmenova typizace a stanoveni makrolidové rezistence puvodce
syfilis — Treponema pallidum subsp. pallidum v klinickém materialu

12.30 - 13.00 Diskuse, zavér




Doc. PharmDr. Martin Beranek, Ph.D.

Ustav klinické biochemie a diagnostiky LF a FN Hradec Kralové
Sokolska 581
500 05 Hradec Kralové

tel.: +420 495 833 040
e-mail: beranek@Ifhk.cuni.cz

Klinicky vyznam diagnostiky mutaci v K-ras genu u kolorektalniho karcinomu

Beranek M.
Ustav klinické biochemie a diagnostiky LF a FN Hradec Kralové, Sokolska 581, 50005 Hradec Kralové

Prvni pfedstavy o mnohastupriové molekularni podstaté rozvoje kolorektalnich tumord byly publikovany
jiz v 80. letech minulého stoleti. V prevazné vétSiné sporadickych karcinomu objevujicich se v této
lokalité je populace tumordznich bunék odvozena od jedné malignizované bunky (proces klonalni
expanze). Transformaci bunék tlustého stfeva podmirfiuji a doprovazeji genetické zmény v celé fadé
genU s rliznou funkci v organismu (myc, src, myb, ras, erb-2, trk, p53, APC, MCC, DCC, DPC4, hMSH2,
hMLH1, BRAF, PI3K, PKC, NF1 &i hsp90).

K-ras gen (Kirsten-ras-2, lokalizace 12p12.1, velikost 38 kb) koduje protein p21™® s vnitini GTPazovou
aktivitou. Ta je nezbytnd pro zajiSténi kontroly pfevodu extracelularnich signall prfes pfislusné
receptory v cytoplazmatické membrané a naslednou aktivaci jadernych transkripénich faktortl Jun a
Fos. Bodové mutace v kodonech 12, 13 a 61 zpUsobuji ztratu GTPazové aktivity p21™° proteinu a jeho
permanentni vazbu (v aktivovaném stavu s navazanym GTP) na cytoplazmatickou membranu. Aktivni
konformace p21™° pfispiva v koneéném duasledku k nekontrolované buné&éné proliferaci a malignizaci
stfevnich bunék u 30-50 % sporadicky vzniklych kolorektalnich karcinomi. Stejny vyskyt téchto mutaci
byl potvrzen také u benignich stfevnich adenomu. Pfevazna vétsina (pfes 95 %) bodovych mutaci
identifikovanych v genu K-ras se tyka kodonu 12 a 13.

V laboratorni diagnostice genu K-ras dominovaly v 80. a 90. letech metody PCR/RFLP, ASO, ARMS a
screeningové techniky SSCP, HD ¢i DGGE. S rozvojem kapilarnich genetickych analyzatord na konci
90. let vzrasta vyznam pfimého sekvenovani PCR produktu. Zakladnim vySetfovanym materialem byla
v té dobé zejména nativni stfevni tkan odebrana chirurgicky &i biopticky, pfipadné vzorek stolice. V
obdobi prvnich let nového milénia je patrny zvySeny klinicky zdjem o vySetfovani mutaci v genomové
DNA cirkulujici v periferni krvi osob s kolorektalnim karcinomem. V disledku toho byly vyvinuty citlivéjsi
analytické postupy zaloZené na bazi PNA a LNA sond, a rozvinuta technologie real-time PCR.

Usili o tzv. biologickou Ié&bu kolorektalniho karcinomu pomoci monoklonalnich protilatek (cetuximab,
panitumumab) proti receptoru epidermalniho ristového faktoru (EGFR) a inhibitory tyrosinkinaz
(erlotinib, gefitinib) otevielo nové terapeutické moznosti, a téZ nové dlvody pro vySetfovani mutaci v K-
ras genu. Ukazalo se, Ze anti-EGFR protilatky jsou u pacientll s prokdzanou mutaci v genu K-ras
neucinné. K analyze mutaci se dnes pouzivaji soupravy opatfené znackou IVD diagnostiky zalozené na
bazi real-time PCR (TheraScreen, DxS, UK) nebo reverzné hybridizaéni systémy (Kras StripAssay,
ViennalLab, Rakousko). Oba tyto pfistupy umozfiuji ziskat spolehlivé vysledky DNA analyz z jakéhokoliv
nativniho materialu a z vétsiny parafinovych tkanovych rez.



Mgr. Pavla Vani¢kova

Laboratof molekularni biologie
P&R Lab a.s.

Komplexni onkologické centrum
Divadelni 2174

741 01 Novy Jicin

tel.: +420 556 794 230
e-mail: pavla.vanickova@onkologickecentrum.cz

Porovnavani efektivnosti prescreeningovych metod u pacientd s hypertrofickou kardiomyopatii

Vanic¢kova P.", Drimlova V.", Januska J .2, Branny M. 2 Branny P.2 Prasova E." a Boday A’
1 Laboratof molekularni biologie, P&R Lab a.s., Komplexni onkologické centrum, Novy Ji¢in
2 Oddéleni kardiologie, Nemocnice Podlesi a.s.

Familiarni hypertroficka kardiomyopatie (HCM) je charakterizovana progresivni hypertrofii levé (nékdy
i pravé) komory, diastolickou dysfunkci, arytmiemi, srdeénim selhanim a predéasnou smrti. Casto se
objevuje u mladych jedinci a mnohdy se manifestuje nahlym Umrtim. Onemocnéni je heterogenni
s nelplnou penetranci a variabilni expresivitou. Je dale znamo, Ze u asi 25% jedincu s kauzalnimi
mutacemi se nevyvinou pfiznaky HCM.

Dédi¢nost HCM je autozomalné dominantni a jeho frekvence se pohybuje kolem 1/500. Geneticka
heterogenita HCM je zpusobena mutacemi minimalné v 12 genech koédujicich proteiny sarkomerické-
ho komplexu a v dalSich jinych.

Mutace ve tfech genech: MYH7 (gen kodujici tézky fetézec B-myozinu), TNNT2 (gen pro troponin T) a
MyBPC3 (gen kédujici myozinovy vazebny proteinC) zpUsobuiji asi 2/3 vSech pfipadd HCM.

Z divodu vysoké frekvence onemocnéni a genetické heterogenity je mutaéni analyza HCM
mimoradné pracna a Casové naro¢na. Ani klinicky dle fenotypu nelze nasmérovat molekularné
genetickou analyzu, protoZze neexistuji specifické pfiznaky, které by korelovaly s mutacemi
v jednotlivych genech. Jedinou mozZnosti je postupovat dle Cetnosti mutaci v genech: MYH7, TNNTZ2,
MYBPC3, TPM1, MYL2, MYL3, TNNI3 event. dalSich. Interpretace vysledk( molekularné genetického
vySetfeni a predikce onemocnéni je z dlvodu nelplné penetrance a variabilni expresivity rovnéz
obtizna az na nékolik specifickych mutaci.

Tato prezentace se zabyva vysledky mutacni analyzy pacientt s hypertrofickou kardiomyopatii.
Vysvétluje principy prescreeningovych metod, porovnava a diskutuje senzitivitu a specificitu SSCP,
DGGE a heteroduplexové analyzy a navrhuje algoritmus vySetfeni u pacientll s HCM. Klade dale
dlraz na nezbytnou spolupraci kardiologa, klinického genetika a molekularniho genetika od
diagnostiky aZ po interpretaci vysledkt molekularné genetickych vySetfeni.



Mgr. Vlasta Cejnova

Oddéleni Iékafské genetiky

Masarykova nemocnice v Usti nad Labem, o. z.
Socialni péce 3316/12A,

401 13 Usti nad Labem

tel.: +420 477 112 471
e-mail: vlasta.cejnova@mnul.cz

Molekularni a cytogeneticka analyza mikrodeleci a prestaveb chromosomu Y u muza
s reprodukénimi problémy

Cejnova V.', Stolba P.?, Harmas V.', Wilimska M.", Stara M.", Soukupova M.", Lastavkova J."
1 Oddéleni lekarske genetiky, Masarykova nemocnice v Usti nad Labem, o.z.
2 Transfuzni oddéleni, Masarykova nemocnice v Usti nad Labem, o.z.

Uvod: V sougasné dobé postihuje infertilita 10-15% pard v reproduktivnim véku. U pfiblizné 50%
z nich nachazime muzsky faktor. Jednou z moznych pfi€in muzské infertility jsou mikrodelece
chromosomu Y v oblasti Yq11.23 nazvané — azoospermia factor (AZF). Lokus AZF je rozdélen do tfi
neprekryvajicich se oblasti (AZFa, AZFb, AZFc) a je dllezity pro vyvoj muzskych zarode¢nych bunék
(spermatogenezi). Tyto delece jsou asociovany s azoospermii (nepfitomnost spermii v ejakulatu) nebo
téZkou oligospermii (snizené mnozstvi spermii v ejakulatu). Cilem studie bylo: 1) stanovit prevalenci a
typy mikrodeleci chromosomu Y u €eskych muza s reprodukénimi problémy; 2) popsat cytogenetické
abnormality.

Soubor a metody: U 158 muzlu s azoospermii a oligospermii jsme vySetfili karyotypy a AZF
mikrodelece. Pro molekularné genetické vysSetfeni byla pouzita deoxyribonukleova kyselina (DNA)
izolovana z lymfocytt periferni krve. Metodou detekce byly dvé multiplexové polymerazové retézové
reakce (PCR) s pouzitim sequence tagged sites (STSs) primerd pro odhaleni pfitomnosti Ci
nepfitomnosti mikrodeleci chromosomu Y (Simoni et al., 1999).

Vysledky: Mikrodelece chromosomu Y byly zjistény u 10-ti (6.33%) vySetfovanych muzu. V jednom
pfipadé Slo o deleci AZFa, ve tfech pfipadech o deleci AZFc, ve tfech pfipadech o kombinovanou
deleci AZFb+c a ve dvou pfipadech jsme nalezli deleci celého lokusu (AZFa+b+c). V poslednim
pfipadé jsme u jednoho muze detekovali parcialni deleci v oblasti AZFb (sY134). U dvou muzu
s mikrodelecemi chromosomu Y jsme diagnostikovali abnormalni karyotyp. V obou pfipadech se
jednalo o mozaikovy karyotyp 45,X/46,X,idic(Y) s izodicentrickym chromosomem Y tvofenym dvéma
kratkymi raménky a malou ¢asti dlouhého raménka. Zaroven jsme abnormalni karyotyp detekovali u
dvou muzud bez nalezu mikrodeleci chromosomu Y.

Zaveér: Nenalezli jsme zadné populani rozdily v prevalenci a typech AZF mikrodeleci v porovnani
s dosud publikovanymi evropskymi studiemi a incidence mikrodeleci zjist€éna u vySetfovaného
souboru ¢eskych muzl spada do intervalu publikovanych &etnosti mikrodeleci chromosomu Y u
infertiinich muzd. Molekularné geneticka a cytogeneticka vySetfeni provadéna u muzu
s reprodukénimi problémy jsou dllezitd a opodstatnéna, jelikoz mohou odhalit pficinu infertility a
vyznamnym zpusobem ovlivnit dal§i moznou Iécbu.



Mgr. Magdalena Dvorakova

Laboratof molekularni biologie
P&R Lab a.s.

Komplexni onkologické centrum
Divadelni 2174

741 01 Novy Jicin

tel.: +420 556 794 230
e-mail: magdalena.dvorakova@pr-lab.cz

Molekularni markery v diagnostice karcinomu prostaty a jejich vyuziti v praxi

'Dvorakova M., 2Soumarova R., 3Stursa M., 'Tavandzis S., 4Tovaryéové A., °Ferak I., 'Drimlova V.,
'Horka K. a 'Bdday A.

1 Laboratof molekularni biologie, P&R Lab a.s., Komplexni onkologické centrum, Novy Ji¢in

2 Radioterapie a.s., Komplexni onkologické centrum, Novy Jic¢in

3 Urologické oddéleni, NsP, Novy Ji¢in, Komplexni onkologické centrum, Novy Ji¢in

4 Cytogeneticka laboratof, P&R Lab a.s., Komplexni onkologické centrum, Novy Ji¢in

5 Laborator biopticka a cytologicka, P&R Lab a.s., Komplexni onkologické centrum, Novy Ji€in

Karcinom prostaty je 3. nejcastéjSim zhoubnym nadorem u muzl a vykazuje vzrlstajici trend.
Incidence-za 15 let se ztrojnasobil. Frekvence vzniku nador( prostaty roste s vékem, a to pfedevsim
po dosazeni Sedesatého roku véku. V poslednich fficeti letech vyznamné vzristd vyskyt tohoto
onemocnéni i u mladSich mdzu, u kterych je pozorovano agresivnéjsi chovani nadoru.

V souc€asné dobé je klinicky nejvyznamnéjSim markerem karcinomu prostaty prostaticky specificky
antigen (PSA). Jedna se o lidsky kalikrein s aktivitou neutralni serinproteasy. Vyskytuje se ve
spermatu a v nizSich koncentracich také v séru. ZvySena hodnota v séru je indikatorem pfitomnosti
karcinomu prostaty. Problémem je jeho nizka specifita, pfedevsim pfi hodnotach 4-10 ng/ml coz
zpuUsobuje, Ze cca 60-75% pacientl podstoupi zbyteéné biopsii prostaty. Je to dano tim, Zze hladina
PSA je zvySena i pfi zanétlivych procesech, mechanickém podrazdéni instrumentalnim vysetfenim
v oblasti prostaty apod.

Z tohoto duvodu se hledaji nové markery, které vykazuji vy$si senzitivitu a specificitu. Jednim z nich je
PCA3 (DD3) - prostate cancer antigen 3 (differential display code 3). Produkt tohoto genu je organové
specificky, jeho exprese je omezena na prostatu, a je Uzce svazan se vznikem karcinomu prostaty. Je
zajimavé, ze proteinovy produkt PCA3 nebyl nalezen. Pfi vySetfeni v moci se paralelné sleduje
hladina PCA3 mRNA a PSA mRNA. Pro vyhodnoceni ziskanych vysledkll se pouziva tzv. ,PCA3
skore®, které je pomér mezi PCA3 mRNA a PSA mRNA nasobeny 1000. Senzitivita a specificita
tohoto testu je vySSi nez pfi vySetfeni PSA a pohybuje se kolem 65% respektive 66 %.

Dulezitymi molekularnimi markery jsou fuzni geny TMPRSS2-ERG a TMPRSS-ETV. Jejich detekce
v moci upfesniuje diagnézu zejména u pacientt s normalnimi hodnotami PSA i PCA skére (5 az 10%
pacientl - faleSna negativita).

Tato prezentace se zabyva vysledky a moznostmi laboratornich analyz u pacientl s podezienim na
karcinom prostaty. Poukazuje na dilezitost vyhledavani molekularnich markera, které upfesnuji
vysledky klinickych vySetfeni a upfesriuji prognézu. Dale diskutuje mozné vyhody vyuZiti nalezenych
konkrétnich molekularnich markert u pacientt pfi sledovani Uspesnosti 1éCby.



Prof. MUDr. Radim Brdicka, DrSc.

UHKT Praha

Koordina€ni centrum genetickych laboratofi
U Nemocnice 1

128 20 Praha 2

tel: +420 221 977 219
e-mail: Radim.Brdicka@uhkt.cz

Co se ziskanymi vysledky analyzy sekvenci NK

Brdicka R. ) .
Ustav hematologie a krevni transfuze a Ustav experimentalni mediciny AVCR

Za predpokladu, ze sekvenéni nalez byl ziskan postupem, jehoz validita byla ovéfena adekvatnim
zpusobem, je dalSim krokem laboratorniho vySetfovani

1. Interpretace analyticka, na kterou navazuje

2. Interpretace klinicka, za kterou jiz neni odpovédna laboratof, ale k tomu uréené klinické
pracovisté, které obvykle i o vySetfeni pozadalo.

Soucasti analytické interprertace je zhodnoceni technické kvality vysledku, ktera je nepomérné snazsi
u klasickych sekvenalnich metod, kdy napf. vysledkem kapilarni elektroforézy jsou kfivky, které
dovoluji i korekci pristrojem odectené sekvence. Mnohem obtiznéjSi je situace u pfistroji ,noveé®
generace, u nichz jsme odkazani na vnitfni integrovanou kontrolu procesu., ktery obvykle vyuZiva
mnohonasobné opakovani.

Za predpokladu, ze vysledky analyzy akceptujeme, je nasledujicim krokem porovnani se standardni
sekvenci, ktera v pfipadé lidského genomu je jiz dostupna i v podobé rGznych identifikovanych
odchylek (mutom). Pokud dojde k situaci, kdy nami nalezena sekvence byla jiz popsana, je analyticka
interpretace u konce. K potvrzeni nalezu je obvykle tfeba provést dalsi vySetfeni na druhém vzorku
téZe osoby. Ziskame-li stejny vysledek mizeme se pokusit odhadnout funkéni vyznam nalezené
odchylky. Jak podle jejiho umisténi - v koédujici oblasti hodnotime zménu aminokyselinového sloZeni,
pfipadné zkraceni vznikem STOP kodonu -, (i synonymni mutace mohou mit vliv na proteosyntézu).

Zmény v oblastech, které mohou mit vyznam pro &innost stfihového mechanismu coZ je ovéfovano na
urovni proteinové, nebo v regulacnich Usecich atd.) tak podle rozsahu odchylky.

V poslednich letech provedena celogenomova sekvenovani odhalila, ze odchylek od standardniho
zarodec€ného jaderného geonomu, které nebyly zatim popsany je velké mnozstvi, zvlasté hodnotime-li
rozdily mezi zarode€nym genomem a genomem somatickych (nadorovych) bunék. Zaroven je zfejmé,
7e zhodnoceni (manipulace s vysledky) zacina narazet na vykonnost souCasnych pocitacovych
systému.

http://www.currentprotocols.com/protocol/hg1707

Kobolt C., et al.: Challenges of sequencing human genomes.
Briefing in Bioinformatics 2010

Chen JM., et al.: Revealing the human mutome. Clin.Genet.2010
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PharmDr. Lenka PliSkova
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Postaveni sekvenaéni analyzy v diagnostice infekénich onemocnéni

Pliskova L., Bolehovska R.", Ryskova L.”
1 Ustav klinické biochemie a diagnostiky LF a FN Hradec Kralove
2 Ustav klinické mikrobiologie LF a FN Hradec Kralové

Sekvenaéni techniky maji v dnesni dobé velké mnozstvi aplikaci ve védé, medicing, ale i
v kriminalistice. Rozvoj téchto metod umoznil rozlustit nejen lidsky genom, ale i genom fady
mikroorganizm(. Zaroven v$ak vyvolal revoluci v diagnostice chorob a moznostech jejich cilené
terapie.

Sekvenaci je mozné v dnedni dobé vyuzit i v mikrobiologii, a to ve tfech zakladnich oblastech: uréeni
etiologického agens probihajiciho infekéniho onemocnéni (identifikace puvodce z biologického
materialu nebo druhové douréeni plvodce z kmenl), zjiStovani rezistenci a v neposledni Fadé
v oblasti epidemiologie.

V prvni oblasti se vyuziva ,broad-range“ PCR s primery nejcastgji z oblasti 16S rDNA pro detekci
vSeobecné bakterialni DNA s naslednou sekvenaci pro uréeni pavodce infekce. Sekvenace 16S rDNA
ma fadu praktickych vyuziti jako napf. identifikace pomalu rostoucich az nekultivovatelnych bakterii,
moznost identifikace plvodce infekce i po antibiotické terapii apod. Tento postup ma vsak i fadu
limitaci.

PFi zjisStovani rezistenci se naopak vyuziva primerQ z oblasti konkrétnich gend, kde se nasledné pfi
sekvenalni analyze hleda bodova nebo bodové mutace (napf. rezistence na lamivudin pfi 1é¢bé
hepatitidy B apod.). Posledni oblast (epidemiologie) se v rutinnich molekularné& biologickych
laboratofich provadi méné &asto.

V pfednaSce bude zminéno kromé& moznosti vyuZiti sekvenace v mikrobiologické diagnostice
infekEnich onemocnéni a rezistenci také nékolik kazuistik.
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Mgr. Atal Baryal

GeneProof, a.s.

Vini¢ni 235

615 00 Brno

tel.: +420 602 246 849
e.mail: baryal@geneproof.com

Diagnostika legionelovych infekci pomoci PCR

Baryal A.
GeneProof a. s.

Bakterie rodu Legionella se zcela bézné vyskytuji v pfirodnich i umélych vodnich zdrojich, kde
s oblibou parazituji uvnitf bunék ameéb ¢i jinych prvokd tvoficich vodni biofilm. Kolonizace
vodovodniho potrubi a rozvodu teplé vody nejsou zadnou vyjimkou, oportunné tak mize dochazet
infekcim dychacich cest ¢lovéka konc¢icich fatalnimi nasledky az ve 20 % pfipadd.

SoucCasné mikrobiologické a serologické metody detekce v diagnostice legioneléz jsou Casoveé i
technicky naro¢né a Casto neposkytuji dostate&nou specificitu a citlivost. Naopak aktivné se rozvijejici
metody molekularni mikrobiologie umoZfiuji pfimou detekci bakterialni DNA pomoci metody real-time
PCR a nabizi tak rychlé a spolehlivé feSeni pro pfimy prikaz pfitomnosti legionel ve vzorku.

V ramci zpracovani diplomové prace byly v nasi laboratofi vyvinuta metoda detekce legionel se
zaméfenim na rozliSeni mezi Legionella pneumophila a Legionella species pomoci real-time PCR.
Odporujice predpokladu, vysledky vysSetfeni pacientl s diagnézou atypické pneumonie ukazaly, ze
L. pneumophila neni zdaleka jedinou ani nejCastéji detekovanou legionelou v klinickém materialu.

12



Mgr. Pavel Trubaé

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

B. Némcové 54

370 01 Ceské Buds&jovice

tel.: +420 387 873 021
e-mail: trubac@nemcb.cz

Diagnostika Clostridium difficile pomoci molekularné biologickych metod

Trubaé P., Piskunova N., Simerova E., Jakubcova M., Mikeéové A.
Laboratof molekularni biologie a genetiky, Nemocnice Ceské Budéjovice, a.s.

Stfevni onemocnéni vyvolana Clostridium difficile - CDAD (Clostridium difficile associated disease) -
se dnes stavaji vaznym problémem u hospitalizovanych pacientl s pfedchozi antibiotickou terapii i u
imunosuprimovanych pacientl a patfi k ¢astym komplikacim 1é¢by. Tyto infekce, zplUsobené Casto
vysoce virulentnimi a rezistentnimi kmeny, se tak fadi mezi velice vazné nozokomialni nakazy. Proto
je zapotfebi rychla, pfesna a citlivda diagnostika hypervirulentnich kmenld a epidemiologicka
charakterizace zachycenych ribotyp0.

Ktomuto UCelu jsme na naSem pracovisti vyzkouSeli nékolik molekularné biologickych metod na
detekci Clostridium difficile, popfipadé detekci klostridialnich toxini a charakterizaci kmenl pomoci
sekvenace ribozomalni RNA. Jako nejvyhodnéjSi se ukazal systém GeneXpert firmy Cepheid, ktery
detekuje geny pro cytotoxin B, binarni toxin CDT a mutaci v regulacnim genu tcdC, zapfi€inujici
zvySenou tvorbu toxind. Dva kmeny, u kterych byla prokazana pritomnost obou toxinl( i delece
v toxinovém represoru, byly odeslany na rybotypizaci do laboratofe v Leidenu, kde byly douréeny jako
rybotyp 176, ktery se vyskytuje na naSem Uzemi a je velmi podobny rybotypu 027 svymi biologickymi
vlastnostmi vCetné vysoké virulence. Systém GeneXpert je sice pomérné nakladna, ale velice citliva,
presna a rychla (1 hodina) metoda pouzitelna zejména pfi statimovych vySetfenich klinickych vzorka a
pfi konfirmaci bakteriologického nalezu toxind a rezistence na antibiotika. Zejména
z epidemiologického hlediska je tfeba pfesné interpretovat ziskand data, nebot nalez mutace
v regulaénim genu je prezentovan jako potencialni rybotyp 027 (souprava je vyrabéna v USA, kde je
velka korelace mezi pfitomnosti mutace a rybotypem 027). Byly vSak jiz popsany i jiné rybotypy
nesouci tuto mutaci, a tak by u kazdého takovéhoto kmenu méla nasledovat dalSi charakterizace
provadéna referencni laboratofi.
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MUDTr. Lucie Barekova

Oddéleni klinické mikrobiologie
Pardubicka krajskd nemocnice, a.s.
Kyjevska 44

532 03 Pardubice

tel.: +420 466 013 207
e-mail: lucie.barekova@nemocnice-pardubice.cz

Rutinni diagnostika Clostridium difficile v Pardubické krajské nemocnici

'Barekova L.,'Zalabska E., *Soudkova E.
1 Oddéleni klinické mikrobiologie, Pardubicka krajska nemocnice, a.s.
2 Laboratof molekularni biologie, MeDilLa spol. s r.o., Pardubice

Clostridium difficile je grampozitivni anaerobni sporulujici bakterie vyvolavajici prevazné
postantibiotické prajmy rGzné intenzity a v prfipadé tézkych forem infekce je plvodcem
pseudomembrandzni kolitidy. Problematika Clostridium difficile je ve zdravotnickych zafizenich
aktualnim tématem, dosahuje srovnatelné Urovné zavaznosti jako infekce zplsobené MRSA nebo
kmeny produkujici ESBL. Pfedstavuje hrozbu pfedevSim pro pacienty po invazivnich vykonech na
oddéleni chirurgie, pro pacienty onkologické, imunosuprimované, polymorbidni, geriatrické, nebo pro
osoby s &astou preskripci antibiotik v anamnéze. Sifeni infekce vyrazné usnadfiuje schopnost C.
difficile vytvaret endospory, které velmi dobfe prfezivaji v prostfedi a jsou odolné vici dezinfek€énim
latkam. Patogenni plsobeni C. difficile je zplsobeno produkci enterotoxinu (toxin A) a cytotoxinu
(toxin B), které poSkozuji a destruuji stfevni sténu. Problémem je narlstajici vyskyt hypervirulentnich
kment (napf. ribotyp 027) produkujicich vy§si mnozstvi toxind.

Na Oddéleni klinické mikrobiologie Pardubické krajské nemocnice se rutinné provadi stanoveni toxinu
A, toxinu B a antigenu C. difficile ze vzork( stolice pomoci imunochromatografickych a EIA metod.
Kromé téchto metod je zaveden i kultivacni priikaz C. difficile z vytéra z rekta.

Vzhledem k vzrlstajicimu poctu pacientd s onemocnénim vyvolanym C. difficile, byla pro Pardubickou
krajskou nemocnici zavedena molekularné biologicka detekce DNA toxigennich kment C. difficile. Pro
urgentni detekci DNA je vyuzivana real-time PCR na pfistroji GeneXpert (detekce genu pro toxin B,
binarni toxin a genu s mutaci v tcdC — pfedpokladany ribotyp 027) umisténém v souc¢asné dobé na
mikrobiologickém oddéleni. DalSi moznosti je detekce DNA toxigennich kmenl C. difficile (oblast
regulacniho genu tcdC a oblast s mutaci v tcdC) na pfistroji LightCycler v laboratofi molekularni
biologie.

V pfednasce bude prezentovan soubor pacientd, u kterych byl v obdobi od ledna do listopadu 2010
odebran biologicky material pro podezfeni na klostridiovou infekci. Bude uvedena kratka kazuistika.
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RNDr. Lubica Piknova, Ph.D.

Vyskumny Ustav potravinarsky
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Implementacia interného Standardu v analyze potravin polymerazovou retazovou reakciou

Piknova L., Janska V., Kuchta T.
Vyskumny ustav potravinarsky, Bratislava

Metédu PCR vo verzii s priebeznym meranim fluorescencie (tzv. real-time PCR) je mozné vyuzit
nielen na kvalitativhu ale aj kvantitativhu analyzu DNA obsiahnutej v zlozkach potravinovej vzorky.
Kvantitativne nasadenie real-time PCR na analyzu potravin v§ak komplikuje relativne nizka a malo
reprodukovatelna vytaznost DNA z potravinovych matric. Vzhlfadom na velku variabilitu vytaznosti z
DNA nielen medzi rébznymi potravinovymi matricami, ale dokonca aj v ramci jedného druhu
potravinovej matrice, nie je mozné pouzit plodnu korekciu vytaznosti. Pri vhodnom usporiadani real-
time PCR (tzv. duplex PCR s pouZitim fluorescenéne oznaéenej hydrolyzacnej sondy typu TagMan —
v jednej skumavke prebiehajuca reakcia detegujuca 2 rézne templaty) je mozné pouzit koncept
interného Standardu. Uvedeny spdsob detekcie je mozny, ak s pouzitim duplexného systému real-time
PCR so sondami oznacenymi odliSnymi fluorescenénymi farbivami a vypocitanim rozdielu tzv.
threshold cyklov. Analogicky ako pri chemickych metédach analyzy sa treba zohladnit splnenie
poziadaviek na interny Standard, ktory ma byt podobnej chemickej povahy ako cielovy analyt,
podliehat rovnakym procesom ako cielovy analyt po€as celého postupu stanovenia (po€as extrakcie i
analyzy), byt nezavisle analyzovatelny s rovnakou ucinnostou ako cielovy analyt a byt obsiahnuty vo
vzorke v koncentracii poriadkovo rovnakej ako ciefovy analyt. Jednou z moznosti je aplikovat
endogénny interny Standard, t. j. druhd reakciu v duplexnej PCR orientovanu na niektoru sekvenciu
DNA, ktora sa nachadza v kazdej vzorke. Vhodny interny Standard umozni podstatné zlepsenie
parametrov extrakcie DNA a umoZzni kvantifikaciu pomocou real-time PCR.

Funkciu endogénneho interného $tandardu spifia gén alebo zlozka potravinového produktu, ktora je
jeho prirodzenou sucastou. Napriklad pri analyze orechov v pekarenskych vyrobkoch méZe byt
endogénnym internym Standardom pSenica, kedZe je pritomna v kazdom vyrobku. V kvalitativnej
analyze neznamych vzoriek je pritomnost DNA z pSenice vyuzitelna aj ako amplifikacna kontrola
priebehu real-time PCR. Relativna kvantifikacia s pouzitim pSenice ako interného Standardu sa da
uskutoénit z vypocitania korekcii z hodnét tzv. prahovych cyklov pSenice a skimaného analytu
v duplexnej reakcii s pouzitim dvoch fluorescenénych farbiv.

Dalou moznostou je pouZitie exogénneho interného $tandardu. Ak sa pouzije analyt v znamom
mnoZstve spolahlivo odliditelny od neznameho analytu, mozno predpkladat, Ze po€as extrakcie DNA
sa budu spravat’ rovnako. Zname data o extrakcii znameho analytu sa porovnaju s datami neznamej
vzorky a ur€i sa jej relativne mnozstvo.

Uvedené metddy moézu byt pouzité na detekciu a kvantifikaciu alergénov v potravinach
a na zistovanie falSovania potravin.
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RNDr. Jana Prodélalova, Ph.D.
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Detekce a molekularni analyza genomu gastroenteralnich virti prasat, stanoveni jejich
zoopatogenniho potencialu

Prodélalova J., Moutelikova R., Dufkova L.
Vyzkumny Ustav veterinarniho Iékafstvi, Brno

U hospodarskych zvifat se setkavame s fadou virovych druhu, které se replikuji v organech nebo
tkanich zazivaciho traktu, jsou primarné vyluCovany prostfednictvim fécés a prezivaji po tydny
napfiklad v odpadnich vodach. Patfi-li tyto druhy mezi odolné zoopatogenni viry, mohou vyvolat
sporadické infekce nebo epidemie z kontaminované vody &i z kontaminovanych potravin.

Jak vyplyva zvice nez 400 vySetfeni vzork( trusu selat zchovld postizenych prijmovym
onemocnénim pomoci elektronové mikroskopie, virovi pavodci byli prokazani ve 25-30% pfipadu.
Mezi Casté gastroenteralni viry, jejichz prikazem a diagnostikou se v nasi laboratofi zabyvame, patfi
rota- a koronaviry, kaliciviry, astroviry a virus hepatitidy E (HEV).

Rotaviry skupiny A patfi mezi vyznamné virové puvodce gastroenteritid prasat. Tato viry jsou diky své
bezobalové morfologii velmi rezistentni, zejména ve vlhkém prostiedi. Doba pfezivani virovych &astic
na lidskych rukou je az nékolik hodin a ve vodé az nékolik tydn. Segmentovana RNA rotavird snadno
podléha genetickym zménam a vzajemné srovnani genomovych sekvenci lidskych a zvifecich rotavirt
Casto odhali blizkou pFibuznost. Vedle nej¢astéji prokazovanych rotavird skupiny A byl u prasat
v Ceské republice identifikovan pomoci elektroforetypizace a metodami molekularni  virologie
Rotavirus skupiny C, ktery byl spojovan s vyskytem gastroenteritid u déti Skolniho véku.

Pomoci nested RT-PCR byl v nasi republice nedavno poprvé prokazan Calicivirus ve fécés prasat.
Z hlediska etiologie gastroenteritid zvifat a lidi jsou vyznamné kaliciviry rodu Sapovirus a Norovirus.
Noroviry jsou €astym puvodcem akutnich gastroenteritid nebakterialniho pdvodu u lidi. Geneticka
pribuznost lidskych a prasecich kalicivird a €asty priikaz protilatek proti lidskym norovirdm u prasat
vzbuzuji ivahy o mozné uloze prasat v mezidruhovém prenosu kalicivirh a o moznosti vyvoje jejich
novych mezidruhovych variant.

Virus HEV se S§ifi fekalné-oralni cestou a rozsahlejsi epidemie zplsobené timto virem jsou vétSinou
spojené s kontaminaci uzitkové i pitné vody. Tésna geneticka pfibuznost mezi prasecimi a lidskymi
viry hepatitidy E naznacuje, Ze prase je pravdépodobnym rezervoarem HEV a prasec¢i odpady mohou
byt zdrojem virové kontaminace napf. zavlaZovacich vod. Pfibyvajici nalezy HEV v chovech prasat
nebo na jatkach a ve vodotecich v nékterych zemich Evropy nebo u lovné zvéfe v Japonsku ukazuiji,
Ze endemické rozSifeni HEV infekci se nevyhyba ani vyspélejSim industrializovanym zemim.
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RNDr. Pavel Hlozek

GeneProof, a.s.
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Praktické vyuziti vysledk( Probit analyz pro stanoveni bezpeéného postupu citlivé detekce pfi
smésovani vzorku (,,pool*)

"Hiozek P., "M. Dendis, J. Bedna#®
1 GeneProof a.s.
2 FSI, VUT v Brné

V poslednim desetileti doslo v mikrobiologické a genetické diagnostice k masivnimu vyvoji technologii
vyuzivajicich metod molekularni biologie a genového inzenyrstvi.

Po preklenuti pomérné dlouhého obdobi vyvoje téchto metod ze strany jejich primarni optimalizace,
charakterizace a pfevodu do stavu rutinniho pouziti byly uréeny nutné podminky pro jejich pouZiti
v praxi. Pro stanoveni téchto podminek byly nasledné definovany (v molekularni mikrobiologii)
zakladni parametry téchto metod obdobné jako v napf. v biochemii. Do popfedi se tak dostala
napfiklad pfesna charakterizace citlivosti a pfesnosti méfeni. Pro stanoveni téchto ukazatel(l jsou
dnes vyuzivany jiz pomérné standardizované statistické modely, u kterych ovSem ¢&asto chybi
dutkladna interpretace dosazenych vysledku, coz snizuje jejich praktickou vyuzitelnost.

Typickym pfikladem je vyuziti statistického modelu Probit analyzy, ktery je dnes bézné pouzivan pro
ureni citlivosti méfeni pfi pouziti Real Time PCR metod. Vzhledem ktomu, Ze se jedna o
pravdépodobnostni model, je ¢asto obtizné prakticky urcit realnou citlivost metody v rutinnim provozu.
Navic jakakoliv dalSi prace s daty urCujicimi citlivost je opét zatizena zminénym hodnocenim v poli
pravdépodobnosti.

PFi védomi vySe uvedenych problém( s interpretaci dat jsme v nasi laboratofi vytvofili na zakladé
vysledk(l Probit analyzy teoreticky model pro vypocet bezpecné detekce nizkych (definovanych) hladin
patogend za predpokladu sméSovani vzork(. Praktické vyuziti tohoto modelu jsme nasledné
experimentalné ovéfili na definovaném poctu vzorka.

Prace byla provadéna za podpory dotacnich programu:

MPO CR &. FI-IM5/042
MPO FR-TI1/391
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MUDr. Vladimir Némec, Ph.D.
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Boreliova artritida a jeji prikaz vySetfenim vypotku PCR metodou.

'Némec V., 2Stumr F., *Mencl K.

1 Détské oddéleni, Pardubickeé krajské nemocnice a.s.

2 MeDiLa spol. s r.0., Pardubice

3 Oddéleni klinické mikrobiologie, Pardubicka krajska nemocnice a.s.

Borelioza je komplexni chorobou, ktera se projevuje zejména postizenim koznim, kloubnim,
neurologickym, ale je mozné i méné Casté postizeni srdce a oka, pfipadné postizeni plodu v
téhotenstvi. Kloubni projevy boreliézy jsou spojovany jiz s prvnimi popisy tohoto onemocnéni. Neni
jasné, u kolika déti s boreliovou artritidou pfedchazelo erythema migrans, ale je znamo, Ze asi
polovina déti s prokdzanym kloubnim onemocnénim nema v pfedchorobi Zadny jiny projev boreliové
infekce.

Boreliova artritida se projevuje vétSinou jako epizodicky zanét kloubu, ktery muze prejit i do
chronického stadia. Typicky onemocnéni postihuje starSi déti (nad 12 let), nejCastgji postizenym
kloubem je koleno (70-90%), dale kotnik Ci loket. Klouby jsou zdufelé, boli, ¢astéji jsou zarudlé, byva
vypotek a je poruSena funkce kloubu. Zanét kloubu ustupuje po antibiotické terapii Casto pomalu a asi
u 10% nemocnych déti se vyviji chronicka erozivni artritida, ktera se tézko odliSuje od juvenilni
idiopatické artritidy a vyzaduje i komplexni terapii (kortikoidy, cytostatika).

Diagnostika onemocnéni je zaloZzena na typickém klinickém obrazu a nepfimych metodach
zaloZzenych na stanoveni protilatek tfidy 1I9gG a IgM imunofluorescenci a vySetfenim specifickych
antigend OspA, OspB, OspC, BamA, MEP a reaktivity proti dalSim proteindm 41kD, 58kD, 60kD,
66kD, a 72kD novou generaci ELISA testd. Dalsi moznosti je prikaz pfitomnosti specifické DNA
molekularné biologickymi postupy (PCR).

Autofi uvadéji svoje zkuSenosti s diagnostikou boreliové infekce u svych 7 pacientd.

Vénuji pozornost klinické diagnostice. Laboratorni vySetfeni prokazuji u vSech pacientll pozitivni nalez
protilatek v séru v tfidé IgG a negativni nalez v IgM. U vSech pacientl je vySetfen i kloubni vypotek,
kde u vSech prokazany protilatky v tfidé IgG a u (5) pacientt hladina kloubnich protilatek prevysuje
vyznamné hladinu protilatek sérovych. VySetfeni metodou Western blot (WB) je pozitivni nalez v séru
u 6 pacientll (u zbyvajiciho pacienta je pozitivni nalez ve vypotku) a vySetfeni WB ve vypotku je
pozitivni u vSech 7 vySetfenych pacientll. VSechny kloubni vypotky byly vySetfeny na pfitomnost
borelii a DNA byla prokazana u 2 pacientt (tj. 28,5%).

Stanoveni borelii ve vypotcich je provadéno diagnostickou soupravou ARTUS Borrelia LC PCR kit
(vyrobce Qiagen, Némecko) na pristroji Light Cycler | (vyrobce ROCHE, Svycarsko). Amplifikovana a
detekovana oblast genomu je dlouha 102 bp, vyrobce ji vSak blize nespecifikuje. Souprava detekuje
borelie ze skupiny B. burgdorferi sensu lato (bez rozliSeni): B. burgdorferi, B. garinii, B. afzelii, B.
valaisiana, B. hermsii. Analyticka senzitivita (dle vyrobce) je 3,34 kopii/ul reakce (p=0,05). Izolace NK
se provadi na kolonkach Qiagen. Vnitini kontrola slouzi k odhaleni inhibic a také ke kontrole
spravnosti izolace.

Zavér: Spravna diagnostika boreliové artritidy je zavisla na spravném zhodnoceni klinického obrazu,
prikazu protilatek proti boreliim ve tfidach IgG pfipadné IgM, prikazu pfitomnosti antigent borelii
metodou Western blot. VySetfeni vypotku metodou PCR se jevi jako vhodny zplsob diagnostiky
zejména tam, kde vysledky pfedchozich vySetfeni jsou hrani¢ni. Je tfeba mit na paméti, Ze pozitivita
podle naSich zkuSenosti je pouze u cca 30% pacientl a negativni nalez pfitomnost tohoto
onemocnéni nevylu€uje.

18



Mgr. Jakub Mrazek

Zdravotni ustav se sidlem v Ostravé
Centrum klinickych laboratofi

Odd. molekularni biologie
Partyzanské nam. 7

702 00 Ostrava

tel.: +420 596 200 266
e-mail: jakub.mrazek@zuova.cz

Lékové rezistence HBV a jejich diagnostika

Mrazek J., Karasova H.
Zdravotni ustav se sidlem v Ostravé, Centrum klinickych laboratofi, Oddéleni molekularni biologie

Chronicka infekce virem hepatitidy B (HBV) patfi celosvétové svym rozsahem i zavaznosti mezi jeden
z nejvyznamnegjsSich  zdravotnich problémua. Pouziti antivirovych preparatd (nukleotidova a
nukleosidova analoga) je v Ié¢bé chronické infekce HBV dUleZitym nastrojem pro zastaveni progrese
onemocnéni. Virus vSak tvofi pod tlakem antivirové 1éCby celou fadu mutaci, které vedou k rezistenci
viru vaéi pouzitym lékdm a komplikuji tak moznosti dal$iho zvladnuti infekce.

Mutace HBV asociované s Iékovou rezistenci vznikaji v genu kédujicim HBV polymerazu, ktery je tak
vhodnym cilem pro molekularné biologické testy umoziujici prokazani genetického podkladu
vznikajicich rezistenci. Mezi nejvyuzZivanéjdi postupy patfi analyza useku genu HBV polymerazy
metodou reverzni hybridizace (line probe assay, LiPA) &i sekvenaci.

Za ucelem rutinni diagnostiky rezistentnich kmen HBV vyuziva nase laboratof INNO-LiPA HBV DR
v2 strip (LiPA), ktery umoznuje prukaz nejvyznamnéjSich popsanych mutaci asociovanych s rezistenci
k lamivudinu, adefoviru, entecaviru, telbivudinu, tenofoviru a emtricitabinu.

Laboratorni prikaz genetického podkladu rezistence HBV umoziiuje v€éasnou optimalizaci antivirové
IéCby a zefektivnéni péce o pacienta.
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Klinické disledky rezistence na antivirotika pri Ié¢bé hepatitidy B

1Orsélgové\ l., 1Roinovsky L., 'Petrousova L., °Mrazek J., *Kloudova A.
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Virova hepatitida B pfedstavuje zavazny zdravotnicky problém. Celosvétové je chronicky infikovano
virem hepatitidy B asi 350 miliond lidi, coZ je asi 5x vice nez HIV. Ceska republika patfi mezi staty s
nizkou prevalenci infekce virem hepatitidy B (HBV). Podle poslednich sérologickych prehledl z roku
2001 je 0,56 % nasich obc¢anu chronicky infikovano HBV. V poslednich letech je ro¢né hlaseno 300-
400 pripadu akutnich virovych hepatitid B. Do chronického stadia pfejde méné nez 5 % akutnich
hepatitid B u dospélych pacientd, ale az 90 % akutnich hepatitid B u déti. Primarnim cilem protivirové
IéCby hepatitidy B je redukce hladiny HBV DNA, tj. vymizeni &i vyrazné potlaceni virové replikace a jeji
udrZeni na minimalni mozné urovni co nejdelSi dobu, nejlépe trvale. DosaZeni tohoto cile je spojeno
s histologickym zlepsenim, poklesem az normalizaci aktivity aminotransferaz a snizenim rizika rozvoje
hepatocelularniho karcinomu. V 1é&bé chronické hepatitidy B je od 90. let minulého stoleti vyuzivano
protivirového ucinku interferonu alfa a od konce 90. let také nukleosidovych a nukleotidovych analog.
Prvnim preparatem z této fady je lamivudin, ktery sice vede k rychlému poklesu virémie, ale jeho
nevyhodou je €asny rozvoj rezistence HBV, do 5 let vznika asi u 2/3 pacientl. Proto je postupné
z |lé¢by chronickych hepatitid vytlaovan a nahrazovan novéjSimi preparaty s vyhodné&jSim profilem.
Lamivudin je v soucasnosti spiSe pouzivan u akutnich hepatitid B s tézkym prabéhem a spolu
s hyperimunnim globulinem jako prevence rekurence hepatitidy B u pacientll po transplantaci jater. Ve
sdéleni je prezentovan soubor 103 pacientl s chronickou a 34 pacientll s akutni hepatitidou B, ktefi
byli 1é€eni lamivudinem. Pro rozvoj rezistence byl lamivudin nahrazen nebo rozSifen o dalSi
antivirotika. U 27 pacienttd byl pouzit adefovir, u 5 pacientd entecavir a u 3 pacient tenofovir.
RozSifeni spektra protivirovych preparatd a dostupnost stanoveni rezistence na jednotliva antivirotika
umoznuje efektivni zménu protivirové [é€by pacientd s chronickou hepatitidou B.
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Molekularni detekce, kmenova typizace a stanoveni makrolidové rezistence puvodce syfilis —
Treponema pallidum subsp. pallidum v klinickém materialu

Mikalova L., Pospisilova P., Flasarova M., Smajs D.
Biologicky ustav, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita, Brno

Diagnostika onemocnéni syfilis se zaklada predevSim na serologii. Serologické testy ovsem
neumoznuji ziskat informace uzite¢né pro epidemiologicky kontext tohoto onemocnéni. S rozvojem
molekularni biologie a diagnostiky lze detegovat geneticky material pavodce syfilis — Treponema
pallidum subsp. pallidum - v nékterych typech klinického materidlu a ziskat epidemiologické
informace, stejné jako stanovit rezistenci k antibiotikim. Klasicky pfistup pro stanoveni rezistence
k antibiotikim neni mozné u treponemat pouzit, nebot tyto bakterie nelze kultivovat v podminkach in
vitro. Molekularni detekce treponemalni DNA prostifednictvim PCR stéle pfedstavuje nadstandardni
vySetfeni zejména kvuli limitacim jejiho pouziti (nutnost ziskani materialu obsahujiciho treponemaini
DNA), nicméné tento pfistup umozriuje typizaci klinickych izolatt a detekci stale Castéji se vyskytujici
rezistence T. pallidum k makrolidovym antibiotikiim.

Cilem této prace bylo izolovat a detegovat DNA puvodce syfilis z riznych typu klinického materialu od
pacientl v rliznych stadiich syfilis a ziskané izolaty kmenové typizovat. Primarni detekce treponemalni
DNA u klinickych vzorkd zahrnovala dvoukrokovou PCR lokus( polA (TP0105), koédujici DNA
polymerazu | a tmpC (TP0319), kédujici membranovy lipoprotein. Kmenova typizace byla zaloZena na
amplifikaci dvou sekvencné variabilnich Usekl gent TP0136 a TP0548 a nasledné sekvenaci téchto
lokustl dideoxyterminatorovou metodou. Makrolidova rezistence, ktera je zplsobena pfitomnosti
mutaci A2058G nebo A2059G v genu 23S rDNA, byla vySetfovana amplifikaci a naslednou restrik&ni
analyzou této oblasti restrikénimi enzymy Mboll/Bsal.

V letech 2004 — 2010 bylo shromazdéno 86 PCR pozitivnich vzorkl od 66 pacient( z riznych region(
Ceské republiky. Vysetfeny byly 4 typy klinickych materialG: celkem 59 stérd z koZnich a slizniénich
lézi, 24 vzorkd plné krve, 1 sérum a 2 vzorky mozkomisniho moku. Sekvence lokusi TP0136 a
TP0548 byly ve vSech vySetfenych izolatech identické nebo velmi podobné pfislusSnym sekvencim
kmene SS14, zadny z izolatd nebyl sekvenéné podobny kmeni Nichols. Blizka sekvenéni pfibuznost
v lokusech TP0136 a TP0548 s kmenem SS14 byla nalezena u 7 pacientl. Celkem 24 pacientl
(36,36 %) bylo rezistentnich k makrolidim, pficemz 13 pacientl bylo infikovano kmenem s mutaci
A2058G, 11 pacientd kmenem s mutaci A2059G. Ostatni kmeny T. pallidum byly k makrolidim
senzitivni.

Zavedli jsme novy typovaci systém zalozeny na amplifikaci sekvenéné variabilnich lokust TP0136,
TP0548 a lokusu makrolidové rezistence s diskriminacni schopnosti 8 subtypd na doposud 51
sekvenovanych vzorkd. Geneticky kédovana rezistence k makrolidim je u plvodce syfilis v Ceské
republice relativné Casta (36,36 %). Tato vysoka pravdépodobnost selhani Iécby makrolidy zddrazniuje
nutnost pouziti nemakrolidovych antibiotik eventuelné nasledné kontroly Uspésnosti makrolidové l1écby
u pacientd se syfilis.

Tato prace byla podporovana granty GACR &. 310/07/0321a IGA MZ CR &. NT11159-5/2010.
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