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V ramci studia doktorského studijniho programu byla navrZena, vypracovdna a do
klinického provozu laboratorni diagnostiky akutni formy leptospirdzy zavedena real-time
PCR metoda zaloZena na detekci genu kodujiciho povrchovy lipoprotein LipL32. Metoda
vykézala velmi dobrou analytickou pozitivni i negativni specificitu, kdy se ob& hodnoty
rovnaly 100 %. Na 230 laboratornich kmenech leptospir ze sbirkovych kultur Royal Tropical
Institute v Holandsku byla real-time PCR odzkouSena. Mez detekce byla stanovena na 1 — 5
kopii genomu / ml tekutého biologického materidlu. V praxi byla metoda ovéfena na
biologickych materidlech 295 pacientli se suspektni leptospirézou, vysetfenych v obdobi
duben 2010 — duben 2013. Devét osob (3,1 %) a jim piinalezejicich 15 (3,2 %) biologickych
material bylo vyhodnoceno jako LipL32 pozitivni.

Real-time PCR byla pouZzita pfi analyze vzorkli z vnéjSiho prostiedi na pritomnost
leptospir. Z celkového poctu 680 vzorkll (povrchové vody, Cistirny odpadnich vod, vlhké
substraty) bylo 5 real-time PCR reakci (0,7 %) vyhodnoceno jako hrani¢ni, ovsem vysledek
jejich sekvenaéni analyzy byl opakované ,nekultivovatelné bakterie®. VSechny vzorky byly
vyhodnoceny jako negativni. Z uvedené skuteCnosti je ziejmé, ze metoda neni vhodna pro
testovani takto narocnych materiala

Multilokusova sekvenaéni typizace detekujici 5 gent (adk, icdA, rrs2, lipl41 a lipl32
gen) byla pouzita pro vytvoieni knihovny sekvenci pro 11 laboratornich kmenti patogennich
leptospir._S jeji pomoci mohlo byt nasledné stanoveno, o jaky infikujici sérovar patogenni
leptospiry se u pacientd se suspektni leptospirovou infekei jednalo.

V retrospektivni studii vyskytu leptospirézy v Ceské republice v letech 2002 — 2013
bylo vysetfeno celkem 5840 pacientii se suspektni leptospirdézou, z nichz bylo vyhodnoceno
101 osob (1,7%) jako pozitivni. Onemocnéni bylo diagnostikovdno castéji u muzi (n = 71;
70,3 %) nez u zen (n = 30; 29,7 %). Maximum incidence bylo zaznamenano v roce 2002
(celkem 21 osob) a 2005 (celkem 25 osob), kdy Ceskou republiku postihly jak rozsahlé, tak
lokalni povodné. Nejvyssi pocet pozitivnich pacientli byl zaznamenan v mésici listopadu
(celkem 20 piipadi). Nejfrekventovanéj$im infikujicim typem byl v nasi studii sérovar
Leptospira grippotyphosa (n=43; 42,6 %).

Pro konfirmaci vysledkli real-time PCR analyzy byly vyuzZity metody
mikroaglutinaéniho a ELISA testu. VySetienim 1553 pfisluiniki Armady Ceské republiky
bylo ELISA metodou na pfitomnost specifickych protilatek urceno ve tiidé IgM 292 (18,8 %)
a v IgG 392 (25,5 %) pozitivnich osob. Naprostd vétSina pozitivnich krevnich sér byla s
vyuzitim 11 laboratornich kmenti patogennich leptospir pouZivanych v Ceské republice a
nepatogenni Leptospira biflexa vyhodnocena metodou mikroaglutinaéniho testu jako
negativni. U 26 krevnich sér (1,7 %) byla zaznamenéna slaba reakce v titrech 1:50 — 1:200
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