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SEZNAM ZKRATEK

A = adenin

C = cytozin

DNA = deoxyribonukleova kyselina

d NTPs = deoxyribonukleosidtrifosfat
ELISA = enzyme linked immnuoassay

G =guanin

KRF = komplementfixacni reakce

MAL = mikroaglutinace — lyza

MM = Master Mix (reakéni smés pro PCR)
NRL = Narodni referenéni laboratof

PCR = Polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
RNA = ribonukleova kyselina

RT PCR = reverse PCR (zpétna PCR) - reverzni transkripce
s naslednou PCR

Real time PCR = kombinace PCR amplifikace s detekci DNA specifickou
sondou v redlném case (ve véech cyklech reakce)

Sp. = species
SZU Praha = Statni zdravotni Gstav v Praze
T = thymin

WHO = World Health Organization — Svétova zdravotnicka organizace



UuvoD

Laboratorni Usek parazitologie ve velkych nemocnicnich zafizenich
v nadi republice zajistuje jednak diagnostiku tradiCnich parazitarnich
onemocnéni®, ale i infekci zpUsobenych plivodci, ktefi podle systematického
zafazeni pouzivaného v Iékaiské mikrobiologii do parazitologie nepatfi. Pfi
rozhodovani, kterym plvodcim onemocnéni Elovéka budu pfi zavadeni
molekularné biologickych metod pro Usek parazitologie vénovat prvoradou
pozornost, jsem se proto nakonec pfiklonila k nazoru, ze rozhodujici budou
poZadavky klinickych pracovist.

V prab&hu 5 let jsme spolecné s laboratofi molekularnich biologickych
metod pro extrahumanni genom Ustavu klinické mikrobiologie a Ustavu
klinické biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice v Hradci Kralové
pripravili, experimentain& ovéfili a zavedli do rutinniho provozu metodu
polymerazové fetézové reakce (PCR) pro detekci DNA T. gondii, pro
detekci patogennich sérovarti Leptospira species, spirochéty Borrelia
burgdorferi a patogenni a nepatogenni formy Entamoeba histolytica.
Specificitu i senzitivitu metod polymerazové fetézové reakce pro prikaz
deoxyribonukleové  kyseliny testovanych patogeni jsme  potvrdili
experimentalné i pomoci statistické analyzy.

VySetfeni DNA Toxoplasma gondii polymerazovou fetézovou reakci
zajistuje nase laboratof od roku 2000 (jako jedina v Ceské republice) v uzké
spolupraci s Narodni referencni laboratofi pro toxoplazmézu (vedouci RNDr.
Petr Kodym, CSc.) Statniho zdravotniho ustavu (SZU) v Praze pro celé
Gzemi naseho statu.

V lékaiské parazitologii je rovnéz dulezitad diagnostika patogenni améby
Entamoeba histolytica (plivodce amébozy), ktera je celosvétové rozsifena,
s nejvy$si prevalenci v tropickych a subtropickych oblastech (WHO uvadi
promorenost lidské populace asi 10%). Vzhledem kobCasné infekci
navstévnikd vracejicich se z tropll a subtropl a pozadavkim na diagnostiku
této nakazy, zavedli jsme laboratorni metodu pfimé detekce DNA pro

rozlieni patogenni a nepatogenni formy E. histolytica.



PfestoZe jsou leptospiry a borrelie bakterie zafazené do fadu
Spirochaetales, jsou infekce jimi vyvolané diagnostikovany vétsinou
v parazitologickych laboratofich a to jak v Ceské republice, tak i v zahranici.
Historickym diivodem pro zafazeni diagnostiky téchto bakteridlnich infekci
do Useku lékariské parazitologie byla pfedevsim skuteCnost, Ze se jedna o
zoondzy a také obtiznost jejich rutinni laboratorni kultivace.

Metoda polymerazové fetézové reakce pro diagnostiku patogennich
leptospir byla vypracovana na podnét pana RNDr. Kamila Zitka, vedouciho
Narodni referenéni laboratofe pro leptospiry pii Statnim zdravotnim Ustavu
v Praze. Nase laboratofe jsou dosud jedinym certifikovanym pracovistém
v CR, které provadi pfimou diagnostiku leptospir metodou PCR z klinickych
materiald.

Na zakladé pozadavku Kliniky infekénich nemoci Fakultni nemocnice
v Hradci Kralové jsme vypracovali také vlastni modifikaci polymerazove
Fetézové reakce na prikaz borrelii v klinickém materialu. Soucasné jsme
provedli porovnavaci studii sérologické diagnostiky pomoci EIA metod a
immunoblotu se soupravami péti vyrobct (Abbott, Euroimmun, Test-Line,
Viroimmun, Bag-Med). Vysledky sérologicke studie byly publikovany
v Medical Science Monitor v roce 2005.

Ze sérologické studie vyplyva, ze pro diagnostiku lymeské boreliézy
nestadi ve vdech pfipadech pouze prikaz protilatek a je nutno provést
pfimou detekci DNA borelii. Proto jsme vypracovali metodu polymerazove
Fetézové reakce ze dvou oblasti genomu Borrelia burgdorferi a uvedli ji do
rutinni diagnostické praxe. V prib&hu poslednich péti let bylo vySetfeno jiz
vice nez 5 600 vzorkll od nemocnych se suspektni borreliézou nékolika
metodami (PCR, sérologické testy, elektronova mikroskopie) coz
pfedstavuje rozsahly soubor vysledkd. V zajmu objektivniho zhodnoceni je
tfeba provést dikladné zpracovani souboru a podrobnou statistickou
analyzu ziskanych vysledki, které pripravujeme, vzhledem k velkému
rozsahu presahujicimu objem dizerta¢ni prace, do samostatné publikace.

Obsahem piedkladané dizertacni préace je popis experimentt, které
vedly k vytvofeni novych metodickych postupl, prezentace vysledkui

testovanych souborll osob, véetné diskuse a zavérli, ziskanych po



zhodnoceni vysledk( i klinickych nalezd v diagnostice toxoplazmoézy,
infekci vyvolanych leptospirami a patogennimi amébami E. histolytica.

Vysledky ziskané pfi vySetieni metodou PCR jsem rozdélila v souborech
vySetfovanych osob podle typu testovaného biologického materialu.
Jednotlivé vysledky metod PCR u pacientd jsou porovnavany s fitry
sérovych protilatek zjisténych metodami ELISA, KFR a mikroaglutinace-lyza.
Soubory vysledki byly statisticky testovany s cilem vyhodnotit pfinos nove
metody detekce DNA v diagnostice infekci zplsobenych zavaznymi
patogeny z rodu Toxoplasma, Entamoeba, Leptospira a dalSich.

Diskuse obsahuje objasnéni vyznamu a hodnoceni vysledkd pouZiti
molekularnich biologickych metod v rychlé diferencialni diagnostice
toxoplazmézy, améboézy a infekci vyvolanych Ileptospirami se
zaméfenim na rizikové skupiny pacientl (toxoplazméza v gravidite,
imunosuprese, Weilova nemoc a epidemiologické riziko leptospir6z). Diky
nové moznosti piimého specifického prikazu DNA patogend ze vzorkl
biologického materialu Ize podstatné zrychlit a zpfesnit mikrobiologickou
diagnostiku v zavaznych klinickych pfipadech vCetné zahajeni adekvatni
léCby.

Polymerazova fetézova reakce umoznuje spolehlivé a rychle rozlisit
patogenni a nepatogenni formu prvoka E. histolytica. Pozitivni prikaz
patogenni formy améby umozni v€as zahgjit G¢innou terapii.

Cilena a intenzivni léCba nakazy clovéka bakterii Leptospira
icterohaemorrhagiae, probihajici ¢asto pod obrazem tzv. Weilovy nemoci
s hemoragickymi projevy, respiratory distress syndromem a hepatorenalnim
selhanim, vede k omezeni fatalniho prib&éhu onemocnéni.

Pfi volbé tématu dizertaéni prace jsem méla na zieteli vSechny tyto
faktory a spoleéné se spolupracovniky jsme vybrali a rozpracovali
nejvhodné&;jsi laboratorni postupy zajistujici pomérné rychlou a spolehlivou

diagnostiku v parazitologické laboratofi.



PREHLED PROBLEMATIKY

Molekularni biologické metody v mikrobiologické

diagnostice

P¥imy priikaz infekénich agens pomoci molekularnich biologickych metod
je zaloZen na vybéru specifického Useku nukleové kyseliny mikroorganismu
s takovym pofadim bazi (adenin, guanin, thymin, cytosin popf. uracil, jenz se
pfirozen& nevyskytuje), které je pro hledaného piivodce typické. Pritomnost
specifického useku nukleové kyseliny v biologickém materialu od pacienta
Ize povaZovat za prlkaz pfisiusného mikroorganismu (10).

V mikrobiologické laboratorni diagnostice je jednou z nejcastéji
pouzivanych metod tzv. polymerazova fetézova reakce (PCR). Reakce byla
popsana roku 1983 Kary Mullisem jako in vitro metoda pro enzymatickou
syntézu definované sekvence DNA. Je povaZovana za standardni metodu
detekce nékterych nekultivovatelnych nebo obtizné kultivovatelnych
patogen(i a vyuziva se jeji rychlosti pfi urgentnich vySetfenich a pii
sledovani lé&by pacienta. Prvnim krokem v PCR je uvolnéni nukleovych
kyselin z bunék pomoci riznych lyzaénich postupa.

Nukleovéa kyselina mikroorganismu se mize nachazet extracelularné,
intracelularné nebo integrovana do bunééného genomu hostitele. Neni ve
zpracovavanych vzorcich v Cisté formé, ale vétSinou spoleCné s nadbytkem
bunééné nukleové kyseliny hostitele, proteint, soli, lipidd a jinych
chemickych sloudenin i potencialnich inhibitord reakce. Pro detekci a dalSi
analyzu je nutno ji alespoii Gastetné obnaZzit nebo dokonce oddélit od
kontaminujicich slozek. Pro bézné diagnostické metody se oddéluji pouze
ostatni slozky, neni tfeba nukleovou kyselinu patogenl oddélovat od dalsi
DNA (81). Existuji riizné postupy izolaci. Orientacné je mizeme rozdélit na

metody vyuZivajici fenol a metody bezfenolove.



Vlastnim principem polymerazové fetézové reakce je in vitro namnozeni
(amplifikace) specifického Useku nukleové kyseliny (DNA nebo RNA).
Praktické provedeni reakce spociva v cyklickém stfidani denaturace
dvoufetézcové nukleové kyseliny, pfipojeni (annealing) specifickych
komplementarnich oligonukleotidi (primer() a jejich extenzi (prodlouzeni)
termostabilni polymerazou (65).

Oligonukleotidové  primery  hybridizuji s protichGdnymi  viakny
denaturované DNA, od jejichz 3- koncl je zahdjena syntéza
komplementarnich fetézci. Syntéza nové DNA je zprostiedkovana DNA
polymerazou, v reakénim prostfedi jsou pfitomny deoxyribonukleotidy, které
predstavuji stavebni kameny pro nové syntetizovanou DNA (113).

Bylo popsano velké mnoZstvi metodik, které jsou potencialné uZitetné
v riiznych diagnostickych situacich. Kazda z modifikaci polymerazové
Fetézové reakce se odliuje od ostatnich v poZadavcich na vzorek, v jeho
pFipravé, v pracnosti a naro¢nosti provedeni, v citlivosti a specificité.

Laboratorni postup zadina vzdy denaturaci, tedy zvySenim teploty
obvykle na 94 - 96°C po dobu 2 - 5 minut, kdy dojde k oddéleni
komplementarnich fetézcl dvouvlaknové DNA. Dulezita je kompletni
denaturace templatu, protoze v pfipadé, Zze se uskute¢ni pouze k casteCna
denaturace, molekuly DNA velice rychle renaturuji a to vede k nespecifické
vazbé primerd a moznym fale§nym vysledkam.

Vlastni polymerazové fetézova reakce je tvofena opakovanymi reakénimi
cykly. Kazdy cyklus se sklada ze ffi krokd, které jsou charakterizovany
odlisnymi teplotnimi poZadavky. Prvni krok je denaturacni, pfi ném
dochazi k oddé&leni fetézcl, trva vétsinou 20 az 45 sekund pfi teploté 94 -
95°C. Nasleduje tzv. annealing, to je komplementarni pfipojeni -
piihybridizovani  —  kratkych  oligonukleotidd  (primerd)  k obéma
denaturovanym viaknim DNA. Teplota annealingu se pohybuje v rozmezi
50 - 72°C, optimalizuje se v teplotnim gradientu nebo se stanovuje
empiricky. Tento krok trva 30 az 120 sekund. V poslednim kroku cyklu -
polymeraci jsou syntetizovany nové komplementarni fetézce DNA pomoci
DNA polymerazy a v8ech ¢ty deoxyribonukleosidtrifosfatovych bazi
(dNTPs). Pfi standardni PCR probiha tato polymeracni reakce pfi teploté
pfiblizné 72°C po dobu 45 az 90 sekund. Taq DNA polymeraza syntetizuje



pii této teploté DNA rychlosti pfiblizné 60 bazi za sekundu. Nové
syntetizované fetézce slouzi jako templaty pro dalSi cyklus. Ten je pak
zahajen denaturaci zvySenou teplotou, kdy opét dojde k oddéleni
nasyntetizovanych Fetézci DNA. Béhem nékolika malo cyklu zacnou
v roztoku prevazovat amplifikované molekuly o urcité velikosti ohranicené
z obou stran primery. Obvykle se pro amplifikaci vyuZiva 20 az 35 cyklu,
pricemZ v kazdém cyklu se mnozstvi molekul oproti predchazejicimu
zdvojnasobi. Z celé molekuly DNA, ktera je pro reakci pouzita, je tedy
amplifikovan pouze Gsek mezi dodanymi primery, protoZe DNA polymeraze
pro iniciaci replikace na jiném misté chybi primery. Délka ampiifikovaného
useku DNA je dana vzajemnou polohou primerli a dosahuje obvykle
nékolika desitek aZ tisic pard bazi, bézné se amplifikuji useky 100 az 300
(600) bp (parl bazi).

Zavéreéna extenze se provadi po poslednim cyklu (obvykle 72°C/5-20
minut) a slouzi k dokon&eni syntézy a k renaturaci jednofetézcovych
produkta.

Reakéni smés (Master Mix-MM) obsahuje pufr, primery, dNTPs,
hofecénaté ionty a Taq DNA polymerazu. Objem smési je obvykle mezi 20 a
100 l. K reakéni smési je pfidan templat, kterym mize byt DNA nebo RNA.
V pfipadé RNA je nutno ribonukleovou kyselinu pfed vlastni amplifikaci
reverzné transkribovat do jednovlaknové cDNA, ke které je druhé
komplementarni viakno pfidano amplifikujici DNA polymerazou. Mnozstvi
DNA jako vychoziho materidlu je velmi nizké, teoreticky postacuje jedna
molekula. Mnozstvi templatu volime obvykle podle jeho velikosti; kvalita
templatu ovliviiuje vysledek PCR. Velké mnozstvi RNA mize vazat Mg?®*
ionty, znegistény templat muze obsahovat inhibitory PCR. DoporuCovana
mnozstvi DNA podle velikosti templatu jsou: 100 - 500 ng lidské genomové
DNA, 1 - 10 ng bakterialni DNA a 0,1 - 1 ng plazmidové DNA (81,113).

Primery jsou syntetické oligonukleotidy o velikosti 10 az 30 nukleotidd.
Sekvence a koncentrace primeru vyznamné ovliviiuje vysledek PCR.
Optimalni koncentrace je mezi 0,1 az 0,6 uM. U nékterych systémd muze
vy$si koncentrace zlepsit vysledky. Naopak niZSi koncentrace vede
k predéasnému vy&erpani primert a snizeni vytéZku. GC : AT pomér byl mél
byt 1 : 1, primery by nemély obsahovat oblasti bohaté na AT a GC a nemély



by byt mezi sebou komplementarni. V PCR se nékdy tvofi tzv. dimer
primeru, coZ je reak&ni produkt sloZzeny primarné z primerd pouzitych v
reakci a je dlouhy asi jako dvojnasobek délky jednotlivého primeru. Je velmi
uginné amplifikovan a mize se stat pfevladajicim produktem. MuzZe tedy
snizit acinnost amplifikace specifickych sekvenci, jinak jeho pfitomnost
neinterferuje s detekci specifickych sekvenci.

Deoxyribonukleosidtrifosfaty (AINTPs) se pouZivaji ve formé Na’ nebo
Li* soli. Vysledna koncentrace se mize pohybovat v rozmezi 50 - 500 yM
(pro kazdy nukleotid), nejb&Znéjsi koncentrace dNTP je 200 uM. Pfi zvySeni
koncentrace dNTP je tfeba zvysit koncentraci Mg?* iontd.

Mg?* ionty tvofi rozpustny komplex s dNTP a vytvafeji substrat, ktery
rozpoznava DNA polymeraza. Volné Mg®* ovliviiuji aktivitu enzymu. Pro
dosaZeni nejlep§iho vysledku se stanovuje koncentrace Mg?*
experimentalné. Optimalni koncentrace miZe kolisat od 1 mM do 5 mM.
Nejéastéji pouzivana koncentrace je 1,5 mM pro 200 uM dNTPs.

Termostabilni Tag DNA polymeraza pochazi z termofilniho
mikroorganismu Thermus aquaticus zijiciho v horkych pramenech. Jeji
teplotni optimum je 75 - 80°C. Enzym v8ak odola teplotdm nad 90°C,
dokonce az 98°C. Diky tomu Ize enzym dodat pouze na zacatku a reakci
automatizovat pouZitim termalniho cykleru. Obvykla koncentrace je 0,5 - 2,5
jednotek/50 ul reakéni smési, ale v jednotlivych pfipadech je vhodné
vyzkouset vice koncentraci. Pfili§ nizka koncentrace polymerazy je pficinou
nedostateéné tvorby produktu, pfili§ vysokd koncentrace zpusobuje
nespecifické reakce. Porfyriny, heparin, methanol, detergenty, néktere kovy
a jiné dosud nespecifikované inhibitory inhibuji jeji aktivitu. Termostabilni
DNA polymerézy byly izolovany i z dalSich mikroorganismu, napf. Tth DNA
polymerdza z Thermus thermofilus nebo PwoDNA  polymeraza
z Pyrococcus woesel.

Hodnota pH je dana reakénim pufrem. Obvykle odpovida pH 8,3 - 9,0.
Obsahuje 10 - 50 mMTris-HCI, maximalné 50 mM KClI, pfipadné dalsi latky,
které mohou v nékterych piipadech ovlivnit senzitivitu a specificitu PCR
reakce. Jejich vliv se obvykle uréuje experimentalné. Mohou to byt napfiklad

albumin bovinniho séra (100 ng/50 pl), dimethylsulfoxid (2 - 10% viv -
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redukuje nespecifické vazby primeru), detergenty (Tween 20), betain (0,5 -
2 M), Zelatina nebo glycerol (81,113).

V rutinni diagnostice je u¢elné amplifikovat vice Usekit DNA najednou.
Pii této tzv. multiplex reakci je pouzito vice parl specifickych primerd.
Dochazi k amplifikaci vice cilovych sekvenci pfi jedné reakci. Toho je mozZno
vyuZit napf. pfi testovani vzajemné nesouvisejicich oblasti na DNA nebo pro
souéasnou amplifikaci vnitini kontroly spole¢né se vzorky. Vyhodou jsou i
niz8i cenové naklady nez pfi samostatnych amplifikacich.

PCR technika pronika do v3ech oblasti molekularni biologie. Diky PCR
neni jiz limitovana detekce dfive ,nedostupné® DNA jak v oblasti
molekularné biologického vyzkumu, tak v diagnostice. Pouziti a moznosti
PCR se rozsifily do viech oblasti i diky nejriznéjSim modifikacim, jako jsou
napfiklad zpé&tna tak zvana RT-PCR, in situ PCR, inverzni PCR, asymetricka
PCR, real-time PCR a dalSi.

DNA fragmenty vznikle PCR reakci nebo Stépenim restrikCnimi
endonukleazami  jsou bézné analyzovany pomoci elektroforézy
v agarézovém gelu. Nukleové kyseliny migruji v agar6zovém gelu vlivem
plsobeni stejnosmérného elektrického pole a rychlost této migrace je
nepfimo umérna dekadickému logaritmu poctu part bazi. Vetsi fragmenty
se tedy pohybuji pomaleji, mensi rychleji. Pfi neutralnim pH je DNA
negativné nabitd a migruje od katody smérem kanodé. PficCinou
rovhomérného rozloZeni negativnich naboji v mokelulach DNA a RNA je
sacharido-fosfatova pater nukleovych kyselin (113).

Elekroforéza se provadi v horizontalni poloze submerzni formou.
K jejimu provedeni se pouzivaji elektroforetické vany a hiebeny riznych
rozmér. Agarézové gely byvaji 3-6 mm silné, pomoci hiebene se tvori
jamky pro nanaseni produktu PCR. Produkt je pfed nanesenim do jamky
smichan s nanasecim roztokem (loading buffer), ktery je téZky, viskézni a
umoZiiuje vioZzeni vzorku do jamky v gelu pod pufrem. NanaSeci roztok
obsahuje také barvy (napf. bromfenolovou modf) umozZiujici sledovat, v jake
gasti gelu se fragmenty nachazi. Elektroforéza probiha pfi pokojové teplote,
nejCastéji pouzivané napéti je 100 V.

Pro vizualizaci DNA fragment se z fluorescenénich latek nejCastéji

pouziva ethidium bromid, ktery vytvafi komplex s DNA. Tento komplex
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absorbuje UV svétio o vinové délce 260 - 300 nm. Pro zvySeni citlivosti
detekce DNA produktu Ize pouzit SybreGreen. Tato fluorescencni latka je
asi 8 - 10x citlivéj$i nez ethidium bromid.

Rozliovaci schopnost agarézovych gell zavisi zejména na koncentraci
agarézy a dale na pouZitém pufru. Koncentrace gelu musi byt volena

v zavislosti na velikosti separovanych DNA fragmentu.

Separaéni rozmezi agarézovych gell

Agaréza (%) DNA (bp)
1% 800 bp avice
1,5% 600 - 800 bp
2% 200 - 800 bp
3% 80 - 200 bp

Kratsi fragmenty je nutné délit v polyakrylamidovém gelu nebo pomoci
specialni agarézy (napi. MetaPhore Agarose). Polyakrylamidovy gel je
druhym nejéastji pouzivanym elektroforetickym médiem v molekularni
biologii. MiiZe byt denaturaéni, obvykle s ureou, nebo nedenaturacni. Jedna

se o vertikalni elektroforézu (81,113).

Kontrola kvality PCR

Pro zajisténi spravnosti vysledkl je v laboratofi provadéna pravidelna
vnitfni kontrola kvality (18). V molekularné biologickych metodach se sklada
z pozitivni, negativni a inhibiéni kontroly (tzv. inhibi€ni zkou$ky). Externi
hodnoceni kvality se pouZivad pro porovnani vlastnich vysledkd s jinymi

laboratofemi.

Pozitivhi kontrola amplifikace

Pozitivni kontrola amplifikace umozni kontrolovat Fadny prabéh
amplifikaéni reakce a musi byt fazena ke kazdému béhu PCR. Pro tento
Udel se pouzZiva izolovand DNA (resp. RNA) z kultury pfislusneho
mikroorganismu nebo z pozitivniho biologického materialu. Pozitivni kontrola

amplifikace vSak nezaruCuje spravnost izolace.
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Negativni kontrola amplifikace

Negativni kontrola musi byt opét fazena ke kazdému béhu PCR,
v pfipadé vétsiho potétu vzorkll je vhodné pouzit dvé az ffi negativni
kontroly. Nejéast&ji se pouziva destilovana voda, je mozné vyuZit izolaci z
negativniho biologického materiglu. Pfidava se k amplifikacni smeési ve
stejném mnozstvi jako templatova DNA. Jeji vyznam spociva v kontrole
toho, zda nedo$lo ke kontaminaci templatu ¢i amplifikacni smési PCR

produktem.

Inhibi¢ni zkouska

Ve vysetfovaném materidlu se mize vyskytovat fada latek zpusobujicich
inhibici polymerazové fetézové reakce. Pfitomnost nejruznéjsich inhibitort
DNA polymerazy mizZe vést k fale3né negativnim vysledkim. K nejcastéji se
vyskytujicim inhibitordm patfi hemoglobin, bilirubin, heparin, quanidin,
dextransulfat sodny, triglyceridy, glukéza, kovy atd. V literatufe je uvadeén
(55) vyskyt inhibitorl u 2 - 25 % vzorkid v zavislosti na typu odebraného
materialu. Je vhodné pouZivat vnitini kontroly jako indikatory procesu.
Amplifikace vnitfni kontroly probiha v jedné reakéni zkumavce s testovanou
DNA. Pokud nedojde k amplifikaci interni kontroly, Ize pfedpokladat inhibici
PCR. Pouziti interni kontroly amplifikace vylou¢i vydavani falesné
negativnich vysledkd pfi prikazu extrahumanniho genomu v klinickém
materialu.

Amplifikace vnitfnich standard mize byt provedena riznymi zpusoby.
Do reakéni smési (MasterMixu) maZe byt pfidan, kromé& paru primerd
komplementarnich  k  vySetfovanému  cili, dalsi  par primerQ
komplementarnich pro vnitini standard a reakce je pak provadéna jako
multiplex PCR. Pfi vySetfeni klinického materialu, ktery obsahuje dostatek
lidskych bunék, se vyuZiva piitomnost lidské DNA a probiha amplifikace
napfiklad genu pro  B-aktin,  B-globin, B-mikroglobulin,  tzv.
housekeepingovych gend. U materidlu, ktery obsahuje minimum i
neobsahuje Zadnou lidskou DNA se do amplifikaéni smési pfidava cizoroda
DNA nebo se mize pouzivat PCR smés obsahuijici pouze jeden par primerU

komplementarnich pro diagnosticky cil i pro specialné pfipravenou vnitfni
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kontrolu. PouZiti shodnych primert umoznuji identické 5'- koncove sekvence
vnitfniho standardu s cilovym Gsekem vySetfovaného agens. Tato reakce je
zaloZena na principu koamplifikace nukleovych kyselin ve vzorku, a tudiz
dochazi ke kompetici o vioZzené primery.

PFi kvalitativnim prikazu vySetfovaného agens musi byt koncentrace
primer pro interni kontrolu velmi nizka, na hranici citlivosti, aby nemohlo
dojit k amplifikaci ,vnitini kontroly amplifikace“ na Ukor nukleové kyseliny
infek&niho agens, a to ani pfi jejim velmi nizkém mnoZstvi ve vzorku (18).

Zfejmé& nejvaznéjsi zménou v technologii PCR se v poslednich letech
stala moZnost provadét kvantitativni PCR v realném ¢ase (tzv. Real time
PCR). Zatimco klasické postupy kvantifikace nukleovych kyselin maji
pomé&rmé maly dynamicky rozsah, kvantitativni real-time PCR tento
nedostatek odstrafiuje. PCR v realném Case je zalozena na kombinaci PCR
amplifikace se soucCasnou fluorescenéni detekci mnozstvi vzniklych
amplikonl v kazdém cyklu PCR. Real-time PCR kombinuje amplifikaci
pomoci PCR a detekci sekvencné specifickou sondou. Pouziti této sondy je
provadéno vredliném Case PCR (v kazdém jejim cyklu), na rozdil od
moZzného pouziti sondy po ukon&eni PCR u konvencni reakce.

Kvantitativni real-time PCR v sou€asnosti nachazi Siroké pouZiti ve
védeckych a stale vice také v klinickych laboratofich. Zakladni vyhodou
metody je rychlost stanoveni bez pfilisné manualni narocnosti. Pokud jsou
dodrzeny zakladni metodické pokyny pro provadéni kvantitativni real-time
PCR, je tato metoda také velmi pfesna a spolehliva.

Problémem diagnostické aplikace PCR technik je takeé riziko kontaminace
a mozna fale$na pozitivita zapfi¢inéna vlastni vysokou citlivosti téchto
metod. Nej¢asté&j§imi zdroji kontaminace jsou pomérné velkd mnoZstvi
cilovych molekul DNA nebo RNA pfitomnych ve vySetfovanych vzorcich,
popi. kontaminace reagencii pro PCR. Nej¢astéji je to vsak kumulace
produkti PCR reakci v laboratofi pfi opakovanych amplifikacich tychz
cilovych sekvenci. K zamezeni pfenosu je nutné v3echny reagencie
pouzivané v reakci fyzicky izolovat (nejlépe v oddélené Ilaboratofi) od
zafizeni a nastrojd, jimiz se analyzuji produkty, pouZzivat pipetovaci Spicky s
filtrem, atd. Dodrzovani ochrannych mechanismu je nedilnou souéasti vnitini

kontroly kvality.
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Vzhledem k moZnostem pfimého prikazu DNA mikroorganisma, které
molekularni biologické metody poskytuji pro laboratorni diagnostiku i u
pomérné sloZité detekovatelnych infekénich agens, jako jsou Toxoplasma
gondii, Entamoeba histolytica, patogenni leptospiry a v neposledni fade
Borrelia burgdorferi, jsme zavedli a standardizovali vySetfeni metodou PCR
u téchto infekci do rutinniho provozu. Ve své dizertani praci jsem se
zaméfila na  zhodnoceni vysledkll pfipravy a pouziti PCR metod
v laboratorni diagnostice infekci vyvolanych prvokem Toxoplasma gondii,
Entamoeba histolytica a patogennimi sérovary bakterii zafazenych do

species Leptospira.

Toxoplasma gondii

Infekce parazitickym prvokem Toxoplasma gondii je ve svété jednou
z nejéastéji se vyskytujicich parazitarnich nakaz, napfiklad ve Velké Britanii
se udava promofenost 20 — 40%, ve Francii 80 — 90% (85). V Ceské
republice je toxoplazmoza patrné rovnéz nejcastéji se vyskytujici parazitarni
nakazou. Vysledky sérologickych vySetfeni naznaluji, ze 25 — 40 %
(77,125) nasi populace pfislo do styku s antigeny prvoka T. gondii. Castost
kontaktu v8ak siln& kolisa v zavislosti na profesnim a socialnim slozeni
populace i Zivotnich zvyklostech obyvatelstva (31).

Plivodce onemocné&ni - Toxoplasma gondii (94) - poprvé popsali jiz
v roce 1908 Nicolle a Manceaux u severoafrického hlodavce Ctenodactylus
gondii z &eledi severoafrickych pamysi hfebenoprstych. Rod Toxoplasma je
taxonomicky Fazen do podiie Protozoa, kmene Apicomplexa, podtfidy
Coccidia a fadu Eucoccidia.

Definitivnim hostitelem Toxoplasma gondii (kokcidie pfibuzna malarickym
plasmodiim) jsou kockovité Selmy, u kterych dochazi k sexualnimu vyvoji
parazita. Ve stfevnich epitelovych burikach probiha cely Zivotni cyklus
prvoka, zakonéeny sexualnim mnozenim, jehoz vysledkem je oocysta
(infekéni stadium T. gondii o velikosti asi 9 x 14 um), ktera obsahuje

sporozoity (2 x 8 pm). Oocysty jsou vyluéovany s vykaly nakazené kocky,
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obvykle po dobu 7 — 20 dnd, do prostiedi (az 10° oocyst denng), kde
dozravaji na vzduchu a teprve za 2 — 3 dny se stavaji plné infeknimi pro
daldi kotku nebo jiného Zivoticha véetné ¢lovéka, ktery oocysty spolkne
(130, 94, 99). Vyznamnymi mezihostiteli 7. gondii jsou mysSoviti hlodavci.
V poslednich 10 letech byla i genetickymi metodami potvrzena hypotéza, ze
populace prvoka T. gondii je v ramci druhu rozliSena na kmeny pro mysi
virulentni a avirulentni a neni tedy geneticky uniformni (47, 56). Clovék je
pouze jednim z mnoha znamych mezihostiteli parazita (savci a zatim
experimentalné i néktefi ptaci).

Trofickym stadiem parazita jsou sporozoiti a tachyzoiti (tvaru rohlicku o
velikosti 5 — 7 pm), ktefi koluji v akutnim stadiu infekce v télnich tekutinach,
jsou invazivni, pronikaji do bunék infikovaného organismu a intenzivné se
v nich mnoZi. Z tachyzoitl se po priniku do cilové buiiky a opakovaném
déleni stavaji bradyzoiti, ktefi predstavuji klidova, intracelularni stadia
prvoka Toxoplasma gondii. Vytvofena ,tkainova cysta“ miva velikost asi
60 um (nékdy 100 — 300 um) a je vyplnéna stovkami bradyzoiti. Tkanové
cysty se nejcastsji vyskytuji v CNS a v kosterni svaloviné. Pri oslabeni
obranyschopnosti organismu muiZe dojit v tkafnovych cystach k pfeméné

bradyzoitti na tachyzoity a k novému vzplanuti infekce.

Cesty pienosu infekce Toxoplasma gondii na ¢lovéka jsou nasledujici (94):

o zralou oocystou (obsahuje 8 sporozoiti) s fekaliemi kocky (definitivniho

hostitele). Infikovana koc¢ka vylu€uje oocysty zhruba 7 — 20 dni. Clovék se

nakazi pozfenim zralé oocysty (kontaminace rukou, zeleniny apod).

o tkafiovou cystou vytvofenou v organech nahodného hostitele

(mezihostitele). Nakaza Clovéka vznika zfejmé nejCastéji po pozreni
nedostateéné tepelné upraveného masa obsahujiciho tkafové cysty
toxoplazem (stadium bradyzoitu).

Z obou typl cyst se v tenkém stievé uvolni vyvojova stadia Toxoplasma
gondii - sporozoiti nebo bradyzoiti, ti pronikaji epitelovymi buiikami a meéni
se v tachyzoity, ktefi migruji do riznych organl (oko, mozek, jatra, svalstvo

apod.), kde se mnozi (akutni stadium infekce) a vytvareji tkafove cysty.
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V zazivacim traktu kodek dojde k sexualnimu vyvoji, vznikd oocysta, ktera
odchazi s fekaliemi a mulzZe infikovat nového hostitele; cely cyklus se

opakuje.

transplacentarni prenos

Toxoplasma gondii také mize proniknout placentou pfi nakaze matky
kratce pfed ot&hotnénim nebo v pribéhu gravidity a zplsobit poskozeni
plodu. Tak vznika vrozena forma toxoplazmézy (79,101). K pfenosu nakazy
na plod dochazi asi ve 40 % pfipadl. Frekvence pfenosu souvisi s obdobim
t&hotenstvi, v prvnim trimestru je to asi v 15 az 25%, ve 3. trimestru gravidity
az v 65 %. Zavaznost poskozeni plodu je tim vyssi, &im méné zraly byl plod
v dobé infekce. Je popisovan smrtelny pribéh generalizované toxoplazmézy
novorozence, u né&hoZ doslo k infekci v poslednim trimestru gravidity,
pravdépodobné aktivaci latentni toxoplazmézy matky (86). Po porodu byva
toxoplazmézou zjevné postizeno jen asi 10 % infikovanych novorozenct, ale
téméf v 80 % u zbyvajicich novorozencl je pozdéji pozorovana
psychomotoricka retardace, porucha sluchu nebo chorioretinitida
(73,101,125).

Schéma na nasledujici strance znazorfiuje vyvojovy cyklus prvoka
Toxoplasma gondii od sexudlniho vyvoje v zazivacim traktu kocek
(definitivni hostitel) pfes fazi v zevnim prostfedi a v mezihostitelich (tvorba

tkafiové cysty) az po mozné cesty prenosu infekce na Clovéka.
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Vyvojovy cyklus Toxoplasma gondii.

Pievzato a upraveno z Dr. Patrick Jacquier, Labor. ParaDiag, Bern. Copyright povolen.
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Toxoplazmézu jako chorobu popsal vroce 1923 prazsky ocni lekar,
doktor Josef Janki u zemfelého ditéte s kongenitalnim hydrocefalem, proto
se oznaduje také jako morbus Jank( (131). Toxoplasma gondii je typicky
oportunni parazit, takze vétSina infekci ¢lovéka (80-90%) probéhne jako
proces asymptomaticky nebo pod obrazem nespecifickych klinickych
pfiznak( (zdufeni lymfatickych uzlin v oblasti Sije, horeCka, bolesti hlavy a
svalli, zvy3ena anava). Vyjimeéné se u imunokompetentnich jedincl projevi
vyrazné symptomy - generalizovana lymfadenopatie (112), makulo-
papulézni exantém, hepatitida, encefalitida, pfipadné myokarditida a dalsi.
Zavazné jsou predevsim intrauterinni infekce plodu ziskané v gravidité
(k pfenosu nakazy na plod dochazi asi ve 40%), oCni formy toxoplazmdbzy
(78,110) a infekce imunokompromitovanych jedinct (11). Toxoplazmoéza
mozku patfi k nejéast&jsim pfi¢indam Gmrti u HIV pozitivnich osob ve stadiu
rozvinuté AIDS (11,16,30,72,99,82). Vysoka frekvence onemocneni je
pozorovana také u pacientl s malignimi tumory (Hodgkinova choroba), po
transplantacich organti a podobné (17,74,94).

Lidsky plod (intrauterinni infekce) je nejvice ohrozen onemocnénim
matky toxoplazmézou kratce pfed ot&€hotnénim nebo v prvnim trimestru
gravidity, velmi vzacné jsou popisovany pfipady chronické toxoplazmézy
nebo dokonce reinfekce matky a nasledné onemocnéni plodu kongenitalni
toxoplazmézou (130). Infekce Toxoplasma gondii mUze zpUsobit potrat nebo
porod mrtvého plodu, anebo se mlZe dité narodit s riznym stupném
poSkozeni - kalcifikacemi v mozku, hydrocefalem, poruchami zraku,
malformacemi, postizenim intelektu a dal$imi poruchami. Pfi infekci v pozdni
fazi t&hotenstvi se Gasto u ditéte neobjevi Zadné casné klinické pfiznaky,
ale zjistujeme pfitomnost humoralni a bunééné imunitni reakce. Cysty
Toxoplasma gondii  vSak pretrvavaji v reting, mozku, myokardu a
eventualné i v kosternich svalech. Pozdéji, zhruba ve 20. az 30. roce zivota
takto infikovaného ditdte se mohou projevit nasledné klinické manifestace
jako chorioretinitis (110,118) nebo rizné neurologické poruchy (krece,
psychomotoricka retardace a podobné) (101).

Ve vysledcich studie publikované vroce 1998 v Norsku (70) uvadi
Jenum, Ze v souboru 35 940 vySetienych gravidnich zen byla kongenitaini

infekce T. gondii zjiténa u 0,03% novorozencil. Lécolier (85) v roce 1999
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uvadi, 2e ve Francii se potvrzeny vyskyt akutni toxoplazmézy v gravidite
pohybuje okolo 0,5% a vzhledem k poctu téhotenstvi roéné (750 000) Ize
tedy ocekavat 500 — 1500 pravdépodobnych pfenosu toxoplazmové infekce
zmatky na plod. V Ceské republice neni vySetfeni v gravidité na
toxoplazmébzu povinné a chybi tedy epidemiologické (daje z celého tzemi.
V roce 1998 publikoval Pali¢ka (101) vysledky studie provedené v okrese
Karvina. Opakovanym sérologickym vysetfenim souboru 50 000 téhotnych
Zen bylo prokazano, Ze v tomto okrese je toxoplazmézou ohrozeno 5,1%o
téhotenstvi. K nadkaze Zen kratce pred graviditou (do 1 roku) dochézi u 2,8%o
tdhotnych a k zavazné primoinfekci v gravidité u 2,3% zZen. U Zen
s primoinfekci bylo v uvedené studii prokdzano, Zze k pfenosu T. gondii na
plod doslo ve 49% pfipadl. Celkové autofi uzaviraji, Ze ve sledované
populaci je v dusledku nakazy toxoplazmézou poskozeno 2,25%. téhotenstvi
a z toho skonéi spontannim abortem 1,02%0 a kongenitalni toxoplazmézou
1,23%o t€hotenstvi.

V laboratorni parazitologické diagnostice se k potvrzeni nebo
vylouéeni infekce prvokem Toxoplasma gondii vyuZivaji nej¢astéji metody
prikazu sérovych protilatek (reakce vazby komplementu, ELISA testy pro
prikaz markerd akutni infekce ve tfidach IgM, IgA, IgE, prikaz protilatek ve
tfidé 1gG) a popfipadé stanoveni jejich avidity (120, 77). Metody pfimého
prikazu plvodce zaloZzené na infekci tkafové kultury nebo vnimavého
laboratorniho zvifete (nejcastéji bila laboratorni my$) jsou Casové i
metodicky naro&né a vysledek ziskame az za nékolik dni &i dokonce tydnd
(63,68,89,93,103,111).

Vzhledem ke skuteénosti, Ze protilatky ve tfidach IgM, IgA a IgE proti
Toxoplasma gondii pretrvavaji v organismu ¢lovéka fadu mésici a nékdy
dokonce i let, je vétSinou obtiZzné proces ¢asové ohranicit a stanovit, zda se
jesté jedna o akutni toxoplazmézu nebo jiz o pretrvavajici protilatkovou
odpovéd. Vzestup titru protilatek svéd¢i o aktivni infekci (80), stabilné
vysoké titry o nedavno probéhlé infekci a stabilné nizké titry o chronické
infekci latentni (resp. o stavu nesterilni imunity). Imunoglobuliny IgM i dalSi
markery akutni infekce (IgE, IgA), jsou detekovany pii akutné probihajici

infekci a u vrozené toxoplazmoézy (42), ale nejsou zvySené u dospélych
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s reaktivovanou o&ni formou nebo u imunodeficientnich  osob
s diseminovanou infekci.

Z divodl pomérné obtizné interpretace vysledkl sérologickych vySetfeni
u riznych forem toxoplazmézy jsme pfistoupili k zavedeni metody
polymerazové fetézové reakce pro prikaz DNA prvoka T. gondii z klinickeho
materialu. Prikaz stavajici parazitemie, resp. vylouceni pfitomnosti DNA
prvoka v organismu hostitele je duleZity pfedevim pro nékteré kategorie
pacientli: gravidni zeny (41,43,51,53,70), imunokompromitované jedince
(45), novorozence matek, které prodélaly infekci v téhotenstvi (44,69) a
pacienty s vyznamnymi klinickymi piiznaky.

Abychom véak ziskali validni laboratorni vysledky, je tfeba pravidelne
informovat zdravotniky o zasadach spravného odbéru a zasilani klinického
materialu od pacientd pfi rdznych formach onemocnéni. Hodnoceni
vysledk( sérologickych vySetfeni, metod detekce DNA Toxoplasma gondii i
dalgich, provadime zasadné ve spolupraci s klinickymi Iékafi, ktefi take
indikuji specifickou terapii.

Lééba musi byt vzdy pfisné individuéini a je indikovana predevSim pfi
primarni infekci v prib&hu t&hotenstvi, pfi aktivni chorioretinitide,
myokarditidé, hepatitidé nebo jiném organovém postizeni. V terapii se
pouZiva kombinace pyrimethaminu se sulfadiazinem a kyselinou listovou. U
HIV pozitivnich a v pfipadé ocniho postizeni se pfidava klindamycin.
K prevenci transplacentarniho prenosu toxoplazmoézy se vétSinou pouZziva
spiramycin, od druhého trimestru gravidity kombinace pyrimethaminu se
sulfadiazinem. U imunokompetentnich osob neni specificka terapie pfi

nakaze Toxoplasma gondii vétSinou rutinné indikovana (62,25).
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Entamoeba histolytica

Entamoeba histolytica je patogenni invazivni parazit, jehoZ morfologie je
identicka s morfologii Entamoeba dispar. V bézné laboratorni praxi od sebe
nelze odlisit améby E. dispar (neinvazivni) a E. histolytica (invazivni).
Laboratorni metody umoziujici rozliit invazivni a neinvazivni formy ameb
jsou: kultivace, ELISA testy, izoenzymova analyza, polymerazova fetézova
reakce.

V poslednich letech byla publikovana nova data o ultrastrukture a
molekularni biologii druhl zafazenych do podfiSe Protozoa (prvoci). Z téchto
davodu byla Corlissem navrzena nova klasifikace améb (60,28):

e nadtifida Rhizopoda

e tfida Entamoebidea

e Fad Entamoebida

e Celed Entamoebidae

Faktory slouZici k rozli§eni Entamoeba histolytica a Entamoeba dispar od
jingch druht, definoval vroce 1988 Neal (48). UrCujici je piedevSim
morfologie, typ rozloZeni chromatinu v jadru, typ pohybu, fyziologie,
antigenni vlastnosti, DNA, variabilita izoenzym( a vnimavost vici [éCivam.,

Primarnim zdrojem nakazy E. histolytica je ¢lovék vylucujici cysty stolici,
nejnebezpecnéjsi z hlediska pfenosu jsou asymptomaticti nosici. Klinicky
manifestni nakaza amébami se vyskytuje mnohem c¢ast&ji u muzi nez u
Zen. Stolice infikovana cystami E. histolytica miZe kontaminovat Cerstvée
potraviny a vodu.

Zivotni cyklus E. histolytica

V Zivotnim cyklu prvoka se stfidaji dvé stadia: stadium cysty a
stadium trofozoita (vegetativni). Clovék je nakaZen pozfenim zralych
&tyfjadernych cyst. Cysty putuji do distalni ¢asti terminalniho ilea. Ve stievé
dochazi kexcystaci a uvolnéni améby a pfipadné k transformaci do
jednojadernych dcefinnych trofozoitl, ktefi se Zivi bakteriemi. V tlustém
stfevé probiha vyvoj pfes stadium precysty (jednojaderna), vyzravani
(maturaci), do stadia typickych C¢&tyfjadernych cyst, které jsou stolici
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vylugovany do zevniho prostiedi. Infekéni jsou pouze piné zralé étyfjaderné
cysty (28, 60).

Trofozoit se vyskytuje ve dvou formach. Mens$i (minuta) je forma
neinvazivni, vétsi (magna) je invazivni. Cysta se vZdy vyviji ve formu
minuta: v tlustém stfevé muZe dojit k transformaci formy minuta ve formu
magna. Pfedpoklada se, Ze k transformaci dochazi vlivem faktor( prostiedi:
vykyvl teploty, zmény bakteriélni fléry, redox potencialu, pfipadné vlivem
chemickych latek (napf. lé¢iv). Entamoeba histolytica reaguje na zmeénu
prostiedi stresovou reakci s pfeménou v invazivni formu trofozoita.

Forma magna (dyzentericka) je invazivni stadium trofozoita. Napada
sliznici tlustého stieva, zabiji jaderné bufiky a pohlcuje erytrocyty. Mize
vyvolat téZké extraintestinaini komplikace jiz probihajiciho onemocnéni.
Forma magna je slepou linii ve vyvoji améb nebot ztratila moznost zpétné
konverze na formu minuta i moznost encystace (28).

Trofozoiti jsou pohybliva améboidni stadia prvoka, ktera mohou prezivat
jen velmi kratkou dobu mimo télo hostitele. Améby ziskané z prajmovych
stolic obvykle obsahuji pohicené erytrocyty, coz je povazovano za znak

jejich invazivity (38).

Obr.&.1: Entamoeba histolytica - invazivni pohyblivé stadium trofozoita z

kultury, skenovaci elektronovy mikroskop, zvétSeni neuvedeno, Collier (28)
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Lokomoce se uskuteciiuje Fizenym cytoplazmatickym proudénim a
valivym pohybem s tvorbou pseudopodii, ktera slouzi i k obklopeni a
pohlceni ¢asteCek potravy.

Jadro E. histolytica ma v priméru 4-7 um s dvojitou jadernou
membranou. Uvnitf jadra se kromé centralné umisténého karyozomu
nachazeji chromatinova granula, jejichz usporadani je typické pro jadro
prvoka E. histolytica a je pfi mikroskopii dileZitym diagnostickym znakem.

Cysta je nepohyblivé (kiidové), neinvazivni stadium parazita slouzici
k &ifeni infekce na dal$i hostitele. Cysty E. histolytica maji kulata, az mirné
ovalna téla o priméru asi 12-15 um a jejich cytoplazma obsahuje mnozstvi
vakuol s depozity glykogenu, kterd pfibyvaji s maturaci cyst. V cytoplazmé
jsou pfitomna chromatoidni téliska, u nichz neni dosud prfesné znamo, zda
jsou tvofena ribozomalnimi prekurzory nebo jiz funkEnimi ribozomy. Pouze
zralé Gtyijaderné cysty jsou infekéni (28). Cysty mohou mimo organismus
hostitele pfeZivat velmi dlouhou dobu (tydny i mésice), zvlasté ve vihkém
prostfedi, pfi teplotach od +5 ° C do +40 ° C. Jsou citlivé k nizkému pH a

k vyschnuti.

Obr.¢.2: Entamoeba histolytica - klidové stadium cysty - skenovaci

elektronovy mikroskop, zvétSeni neuvedeno, Collier (28)
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Pohyblivé invazivni formy parazita, trofozoiti, adheruji k intestinalnim
epitelidlnim burikam, napadaji je a vyvolavaji tzv. intestinalni amébodzu.
Invazivni trofozoiti mohou penetrovat do stfevni submukézy, odtud migrovat
do ostatnich organ( a vyvolat tak extraintestinalni formu onemocnéni (38).

Pro vznik invazivhiho onemocnéni musi E. histolytica pfekonat radu
obrannych mechanisml hostitele (stfevni mikrofloru, poruseni mucinove
vrstvy sliznice stfeva). KliCovym faktorem virulence E. histolytica je patrneé
lektin specificky pro galaktozu a N-acetylgalactosamin (Gal-GalNAc lektin).
V poslednich letech je tento lektin studovan jako potencialni kandidat pro
pfipravu vakciny proti améboze.

V cytoplazmatickych vezikulech améb je lokalizovan ionoforovy protein
amebapor, ktery je vyluCovan v misté kontaktu s cilovou bufikou a ma
cytolyticky Ucinek. Dulezitym cinitelem v patogenezi pokrodilejSich fazi
infekce jsou proteindzy, které naruSuji mezibun&Cnou hmotu a lyzuji
hostitelské buriky. V submukéze se nasledné tvofi charakteristické ulcerace
lahvicovitého tvaru.

Invaze infekce mimo strevni trakt je vzdy sekundarni a pfedchazi ji
symptomatickd ¢i asymptomaticka stfevni infekce. Améby jsou veétsinou
zaneseny do ostatnich organt (nejcastéji jater) hematogenni nebo
lymfatickou cestou. Invaze extraintestinalnich tkéni amébami vyvola
specifickou protilatkovou odpovéd bez protektivniho ucinku, kterou vsak lze
vyuzit v sérologické diagnostice (28).

Stievni forma amébézy nejCastéji postihuje cékum a vzestupny tracnik,
méné Casto sigmoideum, vzacné pficny tranik. Symptomatické projevy
mohou mit rizné formy: symptomaticka nonivazivni infekce, akutni kolitida
(dyzenterie), fulminantni kolitida s perforaci stfev, amébova apendicitida,
toxické megakolon, chronicka nedyzentericka kolitida a amébom (119, 121).

Extraintestinaini formy améboézy se nejcastéji klinicky manifestuji jako
jaterni absces, méné Casto jako pleuropulmonalni onemocnéni, peritonitida,
perikarditida, mozkové abscesy &i koZni projevy.

Diagnostika stievni infekce E. histolytica spoCiva ve vySetieni stolice
nasledujicimi  metodami:  nativni  preparat, koncentratni  metody
k diagnostice prvokl (flotace v nasyceném roztoku siranu zine¢natého — dle

Fausta), barveny preparat, histologie, identifikace izoenzymovou analyzou a
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PCR. Diagnostika extraintestinalni formy infekce se provadi nejcasteji
prikazem protildtek (ELISA) a vsou€asné dobé také prukazem DNA
metodou polymerazové fetézové reakce, popfipadé kultivaci (39,
48,49,91,95).

Lékem volby jsou u v3ech forem amébozy nitroimidazolové preparaty

(metronidazol a ornidazol) (28,61,62).

Leptospira species

Leptospirové infekce zahrnuji velkou skupinu hore¢natych onemocnéni
zvifat i ¢lov8ka, vyvolanych bakteriemi zrodu Leptospira (fad
Spirochaetales) (87). Leptospiry (bakterie velikosti 4 — 20 pm x 0,10 pm s
jednim bicikem) jsou, podobné jako vSechny spirochéty Zivé pohyblivé
mikroorganismy spiralovitého tvaru. Maji jedine¢nou bunécnou stavbu, jsou
&tihlé, spiralovité nebo Sroubovité stocené, pohybuji se pomoci bicika. Télo
bakterie je tvofeno protoplazmatickym valcem obklopenym mnohavrstevnou
membranovou strukturou zvanou vnéj§i obal (vnéj§i membrana). Pod
obalem je gramnegativni bunétnad sténa s vlastni cytoplazmatickou
membranou. Mezi bunéénou sténou a vnéjSim obalem je lokalizovano
periplazmatické stfedové (axiaini) vldkno, které je organem Sroubovitého
pohybu spirochet. Axialni viakno leptospir se sklada z fibril, nazyvanych také
periplazmatické bi¢iky. ProtoZe netvofi klidova stadia, jsou leptospiry citlive
na vyschnuti (pfi zaschnuti substratu rychle hynou), ale ve vihkém zevnim
prostiedi mohou piezZivat i nékolik mésici. Obtizné se barvi bé&znymi
bakteriologickymi barvicimi technikami, ¢astéji se proto pouziva mikroskopie
v zastinu nebo imunoflorescence a pro diagnostiku suspektni leptospirézy u
pacientl, detekce protilatek (26). Leptospiry jsou obligatné aerobni bakterie
s pomé&rné& dlouhou generacni dobou (kultivace proto obvykle trva nejméné
1-2 tydny), jako zdroje energie vyuzivaji mastné kyseliny. Jejich kultivace
z klinického materialu je obtizna a vyzaduje specialné obohacena kultivacni

media (hapfiklad Korthoffovo medium s pfidavkem krali¢iho séra). Vétsina
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leptospir tvoii katalazu, oxiddzu, lipazy, fosfolipazu, hyaluronidazu a
transamidazy (10,131).

Infekce vyvolané leptospirami jsou pfenosné ze zvifat na Clovéka
(zoondzy). Onemocnéni je v urcitych pfirodnich ohniscich rozSifeno
prakticky po celém svété - v tropickych a subtropickych oblastech, ale i v
mirném pasmu (12). Hlavnimi rezervoary infekce jsou hlodavci, ale i
néktera domaci zvifata (psi, prasata, hovézi dobytek, koné). Clovék se
infikuje pfi praci nebo sportu (83,115,122) kontaminovanou vodou (pranik
drobnymi poranénimi kiize a sliznicemi), potravou nebo pfimym kontaktem
s nemocnym zvifetem (129) (jako profesionalni nakaza u oSetrovatell zvifat,
pracovnikil v masném pramyslu, zemédélstvi, lesnich délnika, pracovnikul
v deratizaéni sluzb& a podobné). Vyznamnym epidemiologickym faktorem je
skuteénost, Ze spirochéty jsou schopny pronikat i neporusenou pokozkou a
sliznicemi, takze k infekcim dochazi nejCastéji pfi koupani, sportu, praci
v kontaminované vodé&, ve vlhkém prostiedi a podobné (83,87,76).
Onemocnéni leptospirdzou probiha Casto subklinicky nebo pod obrazem
lehkého ,virového onemocnéni“ a nebyva vzdy spravné diagnostikovano.
Pocateéni necharakteristické pfiznaky (horecka, bolesti svalli apod.) se
objevuiji po inkubacni dobé, ktera se pohybuje v rozmezi 5 — 21 dna (116).
Zavazny prib&h méa zejména Weilova choroba (34), zpusobena spirochétou
Leptospira icterohaemorrhagiae, objevenou vroce 1915 Inadem a Idem.
Rezervoarovym zvifetem L. icterohaemorrhagiae je infikovany potkan
(promorfenost populace potkand se uvadi 25-30 %), ktery vyluCuje leptospiry
predevsim modi (67). Kiinické pfiznaky lidského onemocnéni popsal poprvé
Weil v roce 1886. Weilova choroba miva &asto typicky dvoufazovy prabéh.
Leptospiremicka faze ma rychly zacatek, je provazena zvysenou teplotou az
vysokou horeckou s tfesavkou, ob&as poruchami védomi, bolestmi hlavy a
svalil (7,62,126). Za nékolik dnii dochazi k rozvoji druhé faze, provazené
v fadé pfipad( pfiznaky meningeélniho drazdéni (vySetfeni mozkomisniho
moku vykazuje znamky ser6zni meningitidy). Rovnéz byvaiji diagnostikovany
znamky postizeni parenchymu ledvin (intersticialni nefritida) (32) a jater
provazené elevaci jaternich testd. Vyskytuje se i postiZeni plic s respiracni

insuficienci  (23,90,123,), krvacivé projevy (intravaskularni hemolyza)
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(23,117), o¢ni komplikace (iridocyklitida, pozdé&ji uveitida) (107,108) a dalsi
pfiznaky. Nakaza v dobé gravidity mizZe vést k potratu.

Taxonomie rodu Leptospira prodélala v poslednich letech znacny vyvoj.
Podle klasifikace v Bergey’s manual of determinative bacteriology patfi
leptospiry do fadu Spirochaetales, ktery se dé&li na dvé Celedi
Spirochaetaceae a Leptospiraceae. Do prvni uvedené Celedi patfi Ctyfi rody:
Spirochaeta, Cristispina, Treponema a Borrelia, do druhé Celedi rody
Leptospira a Leptonema (88,135).

Studie RNA genl dokumentuji, Ze leptospiry patii fylogeneticky
k nejstar§im bakteriim a zfetelné se odliSuji od ostatnich spirochet, s nimiz
maji spoleény tvar, podobné proteinové sloZzeni a antigenni vlastnosti.
Né&které daldi komponenty bakterialniho téla, napf. proteiny teplotniho Soku,
flagelarni proteiny, vnéj§i membranové proteiny, spole¢né antigeny nebo
uréité sekvence DNA leptospir, jsou shodné s DNA ostatnich bakterii.

V sou¢asné dobé se rod Leptospira déli na zakladé genové analyzy na
17 genomospecies (88). Dfive bylo nejéastéji pouZivano déleni rodu
Leptospira na ftfi druhy, a to nepatogenni Leptospira biflexa a Leptospira
parva a patogenni Leptospira interrogans.

Vroce 2005 uvadi Dario R.:Leptospira Reference Laboratory
(http://dfp.univ.trieste.it/spirolab/leptostrains.html) 21 séroskupin leptospir.
Dal$i déleni leptospir do sérovari (vice nez 300) je stale komplikovane,
protoZe geneticka taxonomie neni shodna se sérologickou. (131, 15).

V Ceské republice byly dosud izolovany u Clovéka néasledujici sérovary
leptospir: L. icterohaemorrhagiae, grippotyphosa, copenhageni, sejroe,
pomona, sorex-jalnd, canicola, bratislava Jez Bratislava, polonica, istrica.

Sérovary leptospir vyskytujicich se na tzemi Ceskeé republiky jsou podle
soucasné klasifikace zarfazeny do tii genomospecies:

1. Leptospira kirschneri
2. Leptospira borgpetersenii

3. Leptospira interrogans
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Sérovary leptospir pouzivané pro screeningové sérologické vysetreni

v Ceské republice

sérovar genomospecies
L. icterohaemorrhagiae FrySava | L. interrogans

L. copenhageni Lebe L. interrogans

L. grippotyphosa P 125 L. kirschneri

L. grippotyphosa Z 6 L. kirschneri

L. sejroe M 84 L. borgpetersenii
L. pomona BP L. interrogans

L. sorex-jalna L. borgpetersenii
L. bratislava Jez Bratislava L. interrogans

L. canicola S 392 L. interrogans

L. polonica L. borgpetersenii
L. istrica J 20 L. borgpetersenii

Na tzemi Ceské republiky se leptospirdza vyskytuje sporadicky, obvykle
s incidenci okolo 0,3 na 100 000 obyvatel. Vy$Si vyskyt onemocnéni
v nékterych letech je spojovan s periodickym pfemnozenim hlodavci a
zaplavami postihujicimi nase Gzemi. V roce 1998 byl podle adaju Narodni
referenéni laboratofe zaznamenan pétinasobny vzestup (1,6/100 000)
onemocnéni leptospirézou po povodnich, které v roce 1997 zasahly uzemi
Moravy. Vysoky vyskyt byl zaznamenavan i v dalSich letech v souvislosti
s pfirodnimi katastrofami, které postihly Uzemi nasi republiky (134,135,136,
137).
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Vyskyt leptospiréz v Ceské republice

V na$i parazitologické laboratofi Ustavu klinické mikrobiologie v Hradci
Kralové jsme zaznamenali Sestindsobné vy$8i vyskyt laboratorné
potvrzenych diagnéz leptospirézy v roce 2001, nasledujici po povodni, ktera
postihla severovychodni Cechy vroce 2000. Diky zvy$ené pozornosti,
kterou vénujeme i suspektnim vysledkiim obdrzenym pfi sérologickych
vySetifenich (hraniéni i podhraniéni titry protilatek) a zavedeni metody
polymerazové fetézové reakce (124) do rutinni diagnostiky, pozorujeme
zvySeny laboratorni priikaz leptospirdz i v soucasné dobé (23,24 )

Molekularni biologické metody detekuji s vysokou pfesnosti i minimalni

mnoZstvi kyseliny deoxyribonukleové patogennich leptospir (10 organismu
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v 1 ml vzorku). Vysledky laboratornich metod je tfeba vzdy hodnotit ve
spolupraci s klinickym pracovi§tétm a v pfipadé potieby doplnit dalSimi
vySetfenimi. Metoda polymerazové fetézové reakce prokazuje DNA
patogennich leptospir v riznych vzorcich (124) biologickeého materialu
(plazma, likvor, mo¢, bronchoalveolarni lavaz apod.) jiz v ¢asnych fazich
onemocnéni.

Sérologické vySetfeni metodou mikroaglutinace-lyzy (mikroskopicky
aglutinaéni test) umozni sledovat dynamiku tvorby protilatek i presné uréeni
sérovaru leptospiry, ktera onemocnéni vyvolala (87). Protilatky jsou
prokazatelné zhruba za tyden az 14 dni po infekci. Mikroskopicky
aglutinaéni test pouziva jako antigeny Zivé kmeny naSich nejCastéji se
vyskytujicich patogennich leptospir. V pfitomnosti protilatek v séru dochazi
ke shlukovani jednotlivych leptospir, popf. kjejich lyze, Casto pak ke
kombinaci obou projeva (131, SOP — usek parazitologie, UKM). Na zakladé
viastnich dlouholetych zkusenosti s laboratorni diagnostikou leptospirovych
infekci se domnivame, Ze fada onemocnéni neni diagnostikovana vcas,
anebo se na leptospirdzu nemysli a onemocnéni zdstane skryto pod jinou
diagnézou (,horecka nejasné etiologie”, ,aseptickd meningitida®, atypicka
pneumonie apod.).

Lééba leptospirdz spotiva, kromé terapie symptomatické, zameéfené na
kompenzaci poruchy funkce jater, ledvin, srdce, plic a eventualné dalSich
organd, v podavani antibiotik. Nejcastéji se pro léCbu pouzivaji preparaty
beta-laktamové fady, eventualné doxycyklin po dobu 2 — 3 tydnu. Pri
t&Zkém prib&hu onemocnéni jsou antibiotika podavana intravenozné.
| v obdobi rekonvalescence je tieba provadét kardiologické a ocni vysetreni
vzhledem k moZnosti vyskytu pozdnich nasledkl (myokarditidy, uveitidy a
iridocyklitidy) a ztéchto davodu je také Z2adouci spravné urceni
etiologického agens onemocnéni (62).

Z divod(i mnoha obtiZi (problémy pfi hodnoceni sérologickych reakci,
obtizna kultivace a dalsi), které vznikaji pfi diagnostice leptospirdzy jsme
zavedli do laboratorni praxe vysoce citlivou, specifickou a rychlou metodu
detekce DNA patogennich leptospir pomoci polymerazové fetézove reakce
(PCR) (6, 52, 92, 102).
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Metoda PCR pro prukaz leptospir v biologickém materialu byla
vypracovana a zavedena do rutinniho provozu na spole€éném
pracovisti UKBD a UKM (Laboratof molekularné biologickych metod)
Fakultni nemocnice v Hradci Kralové vroce 2002. Vysledek
laboratorniho vySetfeni pfi leptospirové infekci je limitovan spravnou
klinickou indikaci véetné& dodrzeni postupu pfi odbéru biologického
materialu.

Dulezité je dodrZet pravidlo, Zze odbér biologického materialu musi byt
proveden co nejdfive po zacatku klinickych pfiznakd, jesté pfed zahajenim
léEby antibiotiky a nebo co nejdfive po jejim zavedeni.

V kazdém pfipadé je nutna vzajemna spoluprace a informovanost
klinickych i laboratornich pracovnikli o stavu pacienta a o moZnostech i

uskalich laboratornich metod a hodnoceni jejich vysledka.
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CiLE PRACE

Zavedeni a rozpracovani molekularich biologickych metod (PCR) do
diagnostiky v parazitologické praxi. Vypracovani standardnich operacnich

postupi.

X Modifikace a standardizace polymerazové fetézové reakce pro
extrahumanni genom vybranych infekcnich agens:

Toxoplasma gondii

Entamoeba histolytica

Leptospira sp. (patogenni sérovary)

B Vybér oligonukleotidovych primerl pro prikaz DNA Toxoplasma
gondii (ze dvou oblasti genomu), Entamoeba histolytica a Leptospira

species (patogennich sérovar() metodou PCR.

% Vypracovani, optimalizace a standardizace metodického postupu PCR
pro T. gondii, E. histolytica a Leptospira sp. pro laboratorni diagnostiku na
nasem pracovisti.

B¢ Vyhodnoceni vysledkd metod PCR a porovnani s klasickou

sérologickou diagnostikou (KFR, ELISA metody, mikroaglutinace-lyza) pro

jednotliva infek¢ni agens.

X Navrh optimalniho laboratorniho algoritmu (Standardni operacni
postup) pro diagnostiku infekci vyvolanych Toxoplasma gondii, Entamoeba

histolytica a Leptospira sp. v jednotlivych skupinach pacientd.

3¢ Zpracovani a statistické zhodnoceni pfinosu molekularnich
biologickych metod (PCR) pro diagnostiku nakaz v parazitologické laboratofi
Ustavu klinické mikrobiologie se zaméfenim na diagnostiku toxoplazmézy,

amebdzy a leptospirovych infekci.
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MATERIAL A METODY

Priikaz Toxoplasma gondii:

1. Odbér a uchovavani biologického materialu:

Vysetieni polymerazovou fetézovou reakci na prikaz DNA T. gondii se
provadi z nesrazlivé krve (s pfidavkem EDTA nebo citratu sodného),

u gravidnich Zen z plodové vody (eventudlné z fetalni krve) a z krve
nesrazlive. PCR lze provést vjakémkoli biologickém materialu, napf.
nitroo&ni tekutiné, bioptickém materialu, likvoru atd.

Na vyzadani se provadi rovnéz biologicky pokus na zvifeti, ktery zajistuje
Narodni referenéni laboratof pro toxoplazmoézu SzU v Praze. Pro biologicky
pokus odpipetujeme z celkového mnoZstvi 5 ml plodove vody a ihned
odesleme do NRL.

VySetfeni PCR je provadéno z 10 ml plodové vody a minimainé 2 ml
nesrazlivé krve. Do provedeni PCR reakce je material uchovavan v chladu,
a nezmrazuje se. Pokud neni materiél zpracovan do 24 hod, je nutne, aby
byl skladovan pfi — 20 °C, protoZe pfi teploté — 20 °C zUstavaji vzorky
stabilni. Pfed uloZenim biologického materidlu do mraziciho boxu je z piné
krve tfeba odseparovat leukocyty, které jsou zmrazeny samostatné (2,3).

Ze vsech vzork( biologického materidlu musi byt pfed viastnim
provedenim PCR reakce nejprve izolovana deoxyribonukleova kyselina
prvoka T. gondii (47,54,55).
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2. Polymerazova fetézova reakce pro priikaz DNA
Toxoplasma gondii — vlastni modifikace

Izolace DNA T. gondii ze vzorki biologického materialu:

Nesrazliva krev:

- provede se separace leukocytil z pIné krve (66)

- nasleduje izolace DNA z leukocytli, pouze v pfipadé hemolytické krve
nebo velmi malého mnoZstvi se izoluje DNA z pIné krve kitem QlAamp DNA
mini Kit (firmy Qiagen) (37,35,57,66,71)

Fetalni krev — vétsinou malé mnoZstvi, proto je obvykle zpracovana plna
krev: - izolace DNA z pIné krve kitem QlAamp DNA mini Kit (firmy Qiagen)
Plodova voda — min. 5 ml plodové vody je nutno centrifugovat (2000 ot./min,
10 minut), supernatant odstranit a vzniklou peletu (sediment) pouZit pfi
izolaci DNA. V pfipadé pfimési krve v sedimentu je tfeba peletu 1-2x promyt
1 ml PBS a znovu za stejnych podminek centrifugovat. lzolace DNA se
provadi kitem QIAamp DNA mini Kit (firmy Qiagen) (51).

Tkari — izolace DNA ztkani se provadi metodou fenol-chloroformové
extrakce (18,19,84,97).

T. gondii - tachyzoiti (k pfipravé pozitivnich kontrol PCR) - izolace DNA je
mozna lyzaénim roztokem s proteindzou K, alkalickou lyzou nebo kitem
QlAamp DNA mini Kit (firma Qiagen).

Laboratorni provedeni PCR

Vybér primert
Primery pro PCR reakci k detekci DNA Toxoplasma gondii jsme
vybrali ze tfi oblasti:
gen, ktery kéduje vyznamny povrchovy protein P-30, v genomu T. gondii je
v jedné kopii. Sekvence byly publikovany pod oznacenim DS 29, DS 30,
DS 38 a DS 39, reakce je provedena jako nested PCR (114).
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Primery pro PCR reakce byly syntetizovany firmou Generi Biotech Ceska

republika a dodavany v lyofilizovaném stavu.

DS 29 5 TTG CCG CGC CCACAC TGATG  (primer P 31)

DS 30 5°CGC GAC ACA AGC TGC GAT AG  (primer P 32)

DS 38 5°CGA CAG CCG CGG TCATTC TC  (primer P 33)

DS 39 5°"GCA ACC AGT CAG CGT CGT CC (primer P 34)

Délka amplifikovaného Gseku (produktu) je 914 bp s primery DS 29 a DS
30; respektive koneény produkt s primery Ds 38 a DS 39 ma 522 bp.

gen B1 (neznama funkce), repetitivni v genomu 25-50x (106,132), néktefi
autofi uvadsji 35x (105). Sekvence byly publikovany pro hemi - nested
PCR pod oznacenim TM1, TM2, TM3.

TM 1 5 GAG AGG TCC GCC CCC ACA AG

TM 25 CTG CTG GTG CGACGG GAG TG

TM 35 CAG GAG TTG GAT TTT GTA GA

Délka produktu je 619 bp, resp. kone¢né délka je 362 bp.

gen TGR 1E — mnohonasobna repetitivni sekvence (30-35 x). Reakce
byla publikovana jako standardni PCR s oligonukleotidovymi sekvencemi
oznatenymi T1 a T2 (29, 82)

Délka amplifikovaného useku je 191 bp.

T1 5°ATG GTC CGG CCG GTG TAT GATATG CGAT -3’
T2 5 TCC CTACGT GGT GCC GCATTG CCT -3’
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Optimalizace PCR metod pro prukaz

DNA Toxoplasma gondii

Testovani vybranych primerd s virulentnim kmenem

Toxoplasma gondii

Pro pfipravu PCR metody na detekci DNA Toxoplasma gondii
z biologického materialu od pacientt byl ziskan virulentni kmen T. gondii
z Narodni referenéni laboratofe pro toxoplazmézu v SzU Praha. Virulentni
kmen byl pasazovan na vnimavych laboratornich zvifatech — bilé mysi (36,
54, 63). Priblizné 0,3 ml ascitické tekutiny obsahuijici tachyzoity z predchozi
pasaze bylo bezprostfedné po odbéru pfeneseno do dutiny bfisni dalsi mysi
a vzdy po 2-5 dnech byla my$ usmrcena a z dutiny bfiSni odsata sterilni
injekéni  stfikatkou vytvofena asciticka tekutina s Zivymi namnozenymi

tachyzoity Toxoplasma gondii.

Stanoveni poétu tachyzoit T. gondii pouzitych pfi pfipravé PCR
Asciticka tekutina z dutiny bfisni pravé usmrcené mySi byla nafedéna
PBS. Pocet tachyzoit v 1 ml testovaného vzorku byl stanoven pocitanim

v Biirkerové komUrce dle metodiky pro stanoveni poctu leukocytu.

Izolace DNA z tachyzoitli Toxoplasma gondii
1. Fenol-chloroformova metoda izolace DNA
2. Kolonky firmy Qiagen s lyzou pomoci proteinazy K
3. Pouziti selekéniho lyzaéniho pufru k odstranéni erytrocyti —

s perspektivou vySetfovani materialu s krvinkami (plna krev) (3)
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Stanoveni poméru objemu reakéni smési pro PCR (Master

Mixu) a objemu vyizolované DNA, teplotni profil reakci

A. Reakce pro oblast genu P 30.
1. stupen nested PCR

Celkovy objem reakéni smési (Master Mixu) a vyizolované DNA byl

empiricky stanoven na 25 pl.
Slozeni reakéni smési ( pro 1 vzorek):

- pufr obsahujici 1,5 mmol Mg 2*: 2,5 pl pro 1 vzorek

- DNTPs 2,5 mmol/1litr : 2,0 pl pro 1 vzorek

- primer P 31 v koncentraci 10 pmol/1 pl : 1,25 ul pro 1 vzorek

- primer P 32 v koncentraci 10 pmol/1 pl : 1,25 pl pro 1 vzorek

- Taq DNA polymeraza 1 U /0,2 ul: 0,2 pl pro 1 vzorek
Reakéni smés pro jeden vzorek obsahuje 7,2 pl ,smési“a 12,8 pl
destilované vody (dale jen voda) k doplnéni objemu na 20 yl.
Smés byla testovana nejdfive na izolované DNA (kolonky Qiagen) ve
vysoké koncentraci (asciticka tekutina usmrcené infikované mysi byla
fedéna PBS 1 : 100), abychom vyzkouseli, Ze smés amplifikuje oblast genu
P-30.

Optimalizace mnozstvi templatu a reakéni smési pro PCR

Vz.¢ smes templat voda
1 20 pl 5yl -
2 20 ul 3 ul 2 ul
3 20 1l 4 ul
4 20 ul - 5l

Vysvétlivky: jednotné mnozstvi smési a rizna mnozstvi templatu (izolované

DNA) vloZené do reakce, (voda=doplnéni jednotného objemu)

Cykler: 95 ° C po dobu 5 minut;(95°C /1 min ; 60 ° C/ 1 min; 74° C/ 3 min;)
30 cykld; 4 ° C do vyndani z cykleru.
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2. stupen nested PCR

Slozeni reakéni smési:

- pufr 1,5 mmol Mg?* : 2,50 pl
- dNTP: 2,00 pl
- primery P 33 : 1,25
- primery P 34 : 1,25 pl

Taq DNA polymeraza 1U/0,2 0,20 l

Stanoveni mnozstvi templatu pro 2. stuperi nested PCR:

1. tests 5 pl templatu — silny specificky prouzek a nékolik nespecifickych
2. test se 3 ul templatu — silny specificky prouzek a slab3si nespecifické.
3. test s 1 pl templatu — slaby specificky prouzek, bez nespecifickych
reakci.
Vysledna reakéni smés pro jeden vzorek obsahuje:

7,2 yl smési + 12,8 pl vody.

Do v8ech PCR reakci vkladame 23 ul reakéni smési a 2 pl templatu

z 1. stupné nested PCR.

Cykler: 95 ° C po dobu 5 minut (95° C /1 min ; 60 ° C/ 1 min; 74° C / 3 min;)
30 cykld; 4 ° C do vyndani z cykleru.

Optimalizace reakénich teplot byla provedena standardnim zpUsobem
na teplotnim gradientu. Vysledny teplotni profil reakce: 94 °© C/ 4 minuty; -
30x (94° C/ 30 sec; 62 ° C/ 50 sec; 72° C / 60 sec); 72 ° C/10 minut; 4°C
do vyjmuti z cykléru.

Délky produktu: 1. stupefi nested PCR 914 bp

2. stuperi nested PCR 522 bp
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B. Polymerazova retézova reakce pro oblast genu TGR 1E

Standardni PCR
Celkovy objem reakéni smési a vyizolované DNA jsme stanovili na 25 pl.

Slozeni reakéni smési (pro 1 vzorek):
- pufr Gibco ( bez Mg #* ) 2,5 yl

- roztok Mg %* 2,5 l

- dNTPs 2,0 ul
- primery T 1 1,0 pl
- primery T 2 1,0 pl
- polymeraza Gibco 0,2 ul
- voda 10,8 pl
- vyizolovana DNA 5l

Teplotni profil prvniho testovani : 94 ° C /3 min; - 94° C / 30 sec; 60 ° C / 30
sec: 72 ° C/ 30 sec; zavéreéna extenze 72 ° C/ 7 min; 4 ° C do vyjmuti

z cykléru, 40 cykld.

Ovéfeni citlivosti PCR reakce bylo provedeno testovanim DNA izolované
z tachyzoit T. gondii (poéitano v Birkerové komurce vZdy 3x a stanoven
primér daného fedéni) v nasledujicich fedénich:
a) 10°/1ml
b) 10°/1 ml
c) 10*/1ml
d) 103/ 1ml
e) 102/1ml
Na téZe fedici fadé jsme provedli testovani izolacnich metod.
- lzolace lyza¢nim roztokem s proteinazou K
- lzolace extrakénim pufrem s NaOH

- Izolace pomoci izola¢nich kolon QlAamp Mini Kit firmy Qiagen
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Vysledky testovani fedéni tachyzoita a tifi typu izolace DNA:

Pozitivni reakce byla prokazana pfi vech typech izolace DNA v fedici
Fadé do 10 ? tachyzoitti / 1 ml. Z tohoto diivodu jsme provedli dalsi fedéni

tachyzoitl Toxoplasma gondii:

Redici fada 102 tachyzoitt v 1 mlaz 10 " v 1 ml

Cislo ZpUsob Redéni Vysledek
Vzorku |izolace DNA |tachyzoitit | PCR reakce
1. A 10 ° ++
2. A 10" ++
3. A 1 ++
4. A 10~ -
Voda Neg. kontrola - -
5. B 10° ++
6. B 10" ++
7. B 1 ++
8. B 10~ -
Voda Neg. kontrola - -
9. C 10° ++
10. C 10" ++
11. C 1 +
12. C 10~ -
Voda Neg. kontrola - -

Vysvétlivky: A = lyzagni pufr s proteinazou K, B = extrakni pufr s NAOH,

C = izolace na kolonach firmy Qiagen.

Zavér testovani: pfi pouziti izolace pomoci kolon firmy Qiagen dosahuje

reakce meze detekce 1 tachyzoit v 1 ml tekutého biologického materialu,
tedy jednotlivé tachyzoity. Mez detekce, sloZeni reak¢ni smeési i teplotni

profil reakce je vzhledem k povaze vySetfeni dostacujici.
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Standardni operaéni postup pro oblast genu TGR1E

(zkraceno)
Po optimalizaci PCR reakce byla metoda zavedena a je pouzivana pro
rutinni diagnostiku T. gondii pfimou detekci DNA prvoka v nasledujicim

provedeni:

Izolace DNA:
DNA T. gondii je izolovana z nesrazlivé krve, fetalni krve a amniové tekutiny
pomoci kolonek QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) a z bioptickych materialu

fenol chloroformovou extrakci.

Amplifikace TGR1E genu
(multiplex PCR s koamplifikaci genu pro humanni beta globin)

Sekvence pouzitych primeru:
TGR1E-1 5°- ATG GTC CGG CCG GTG TAT GATATG CGA T- 3’
TGR1E-2 5 -TCC CTACGT GGT GCC GCATTG CCT -3’

Pro kontrolu inhibice polymerazy byla pouzZita koamplifikace Casti beta
globinového genu.

Sekvence pouzitych primeru:

Primer beta-globin 1: IC329-1 5 ACA GAA CTG TGT TCA CTA GC-3
Primer beta-globin 2: IC329-2 5 CAT CAG GAG TGG ACA GAT CC-3
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Rozpis amplifikacni smési pro PCR (gen TGR 1E)

Pufr GIBCO 2.5 ul
10 x konc.

Mg*? 25 mM 2.5 ul
dNTPs 2,5 mM 2l
Primer TGR1E 1 (Tl
(10 pmol/ul)

Primer TGR1E 2 1
(10 pmol/pul)

Primer beta — globin 1 1l
(10 pmol/pul)

Primer - beta globin 2 1l
(10 pmol/pl)

Taq DNA polymeraza 0.2 ul
GIBCO 1 U (5 U/pul)

Voda ad 20 pl 8.8 ul

Pro amplifikaci DNA je pouzito 20 pl reakéni smési a 5 pl roztoku
vyizolované DNA. Reakce probiha ve zkumavkach ur€enych pro amplifikaci

v cykleru.

Teplotni profil PCR:
- pocatecni denaturace: 94°C/3 min;
- 40 cykli (94°C/30 sec, 60°C/30 sec, 72°C/30 sec);

- koneéna extenze 72°C/ 7 min;

- 4 °C do vyjmuti z cykléru.
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C. Polymerazova retézova reakce pro oblast genu B1
Heminested PCR (106)
Primer TM1 (1 pmol/1u) a primer TM2 (10 pmol/1ul) se pouZzivaji

k predamplifikaci — v prvni PCR, proto je koncentrace primeru TM1 nizsi.
Primery TM2 a TM3 slouzi jako primery ve druhé nasledne amplifikaci
koneéného produktu. Jejich koncentrace je jiz standardni. Uspoiadani
reakce: v8echny primery jsou vioZzeny na zacatku reakce a rozdilné teploty
annealingu umoziiuji jejich postupné zapojeni do reakce (1. stupen TM1 a
TM2 pfi 65 °C a TM2 a TM3 pfi 55 °C).

Polymerazovou fretézovou reakci pro detekci DNA T. gondii z oblasti
genu B1 jsme pripravili dle literarnich pramen( (106,127) a na zakiadé
pfedchozich experimentl a ziskanych zku§enosti. Oproti Gdajim v literatuie
jsme zmensili objem reakce na 25 pl a postupné testovali polymerazu Taq
DNA TaKaRa, Taq DNA TaKaRa s protilatkou pro ,Hot start“ a polymerazu
Gibco. Reakce s pouzitim Tag DNA TaKaRa polymerazy s protilatkou i bez
ni vykazala stejné vysledky, pfi pouziti polymerazy Gibco byla detekce DNA
T. gondii o fad nizsi. Z téchto divodd bylo rozhodnuto pracovat dale pouze
s Tag DNA TaKaRa polymerazou.

Pfi testovani tfi postupl izolace DNA (lyzacni pufr s proteinazou K,
extrakéni pufr s NAOH, izolace na kolonach firmy Qiagen) bylo dosazeno
nejlepsich vysledkl s izolaci DNA pomoci kolonek QlAamp DNA Mini Kit
(QIAGEN).

Standardni operacni postup pro oblast genu B1

(zkraceno)

lzolace DNA: laboratorni postup stejny jako v pfipadé TGR1E genu.

Amplifikace B1 genu

Amplifikace probiha formou one-tube hemi-nested PCR.
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Sekvence pouzitych primer(:

TM1 5 -GAG AGG TCC GCC CCC ACAAG 3

TM2 5 -CTG CTG GTG CGA GGG GAG TG 3’ Produkt 619 bp
TM3 5 - CAG GAG TTG GAT TTT GTAGA 3’ Produkt 362 bp

Reakce je provadéna s 20 pl reakéni smési a 5 pl vyizolované DNA

v PCR zkumavce.

Rozpis amplifikacni smési:

Pufr TaKaRa 10 x konc. 2.5 jl

(véetné 15 mM Mg’")

dNTPs 2,5 mM 2yl

Primery (1 pmol/ ul) TM1 0.25 pi
(10 pmol/ i) TM2 0.25 pl
(10 pmol/ pl) TM3 25l

Taq DNA TaKaRa 1. U 0.2 ul

Voda ad 20 pl 12.3 i

Teplotni profil PCR:
- po&atecni denaturace: 95°C/3 min;
- 30 cykld (94°C/30 sec, 65°C/30 sec, 72°C/60 sec);

- koneéna extenze 72°C/ 10 min;
a reakce ihned pokracCuje
- 30 cykll (94°C/30 sec, 55°C/30 sec, 72°C/60 sec), kone¢na extenze

72°C 10 min;
- 4 °C do vyjmuti z cykléru

Detekce produkttl PCR reakci (P 30, TGR1E, B1):

TGRI1E - elektroforetické rozdé&leni v 3 % agarézovém gelu; barveni

ethidium bromid; vizualizace UV svétlo; produkt o velikosti 191 bp.
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Beta globin — spoleéné s TGR1E; produkt o velikosti 329 bp.

B1 — elektroforetické rozdéleni ve 2% agar6zovém gelu; barveni
ethidium bromid; vizualizace UV svétlo, produkt o velikosti 362 bp.

P30 - elektroforetické rozdéleni ve 2% agardézovém gelu; barveni
ethidium bromid; vizualizace UV svétlo, produkt o velikosti 522 bp.

Velikost fragmentu je uréovana srovnavanim s DNA standardou (Marker
XII1, Roche).

Citlivost metod: mez detekce pro optimalizované PCR —

metody oznacené A,B.C

1 — 10 tachyzoitt / ml

Interni kontrola kvality (pro vSechny PCR reakce):

V kazdé provedené sérii musi byt vzorek oznaCeny jako pozitivni
kontrola ,KO+“, ktery obsahuje vyizolovanou DNA kmene Toxoplasma
gondii v pfiblizné koncentraci 10-100 tachyzoitd/ml. Tato pozitivni kontrola
slouzi jako kontrola amplifikace. Kontrola meze detekce je provadéna
amplifikaci DNA T. gondii izolované z mnozstvi 1-10 tachyzoitl. DalSi
kontrola je vzorek, ve kterém je templatova DNA nahrazena sterilni vodou -
negativni kontrola - ,KO-, a vklada se rovnéz do kazdé série vySetieni
(prevence falesné pozitivnich vysledku).

Inhibiéni kontrola: pouZiva se koamplifikace ¢asti beta globinového genu

probihajici sou¢asné s amplifikaci oblasti TGR1E genu (multiplex PCR).

Externi _kontrola kvality pro prikaz DNA Toxoplasma

gondii (46):

Evropska spole¢nost pro Kontrolu kvality doporucuje od roku 2003
zavedeni kontroly kvality v molekularni diagnostice (QCMD). V roce 2004
byla poprvé zavedena externi kontrola Quality Control for Molecular
Diagnostics for DNA Toxoplasma gondii. ObdrzZeli jsme a zpracovali panel 6
vzorkdl o rtiznych koncentracich od 1 000 do 5 Tg/mi (T. gondii v 1 ml)

v plodové vodé.

46



3. SEROLOGICKE METODY V DIAGNOSTICE
TOXOPLAZMOZY

Reakce vazby komplementu

VySetfeni je provadéno standardni metodou, dle SOP laboratore,
z krevniho séra, popf. plodové vody v mikrotitracnich destiCkach. Sérum je
Fedéno veronalovym pufrem a inaktivovano pii 56 ° C po dobu 30 minut.
Postupné pfidame vytitrované slozky reakce: antigen, komplement a
hemolyzin dle navodu vyrobce (Sevapharma Praha). SouCasné vkladame
do reakce kontrolu antikomplementarity séra, kontrolu antigenu, kontrolu
komplementu a krvinek.

VySetfované sérum je fedéno geometrickou fadou od 1:2 do 1:1024.
Po zavéreéné inkubaci provedeme hodnoceni: obecné za hranini hodnotu
povazujeme titr 1:32.

Podle diagnézy, véku a pohlavi pacienta doplnime daldi ELISA vySetreni

IgG, IgM, IgA, IgE, popf. aviditu ve tfidé IgG imunoglobulind.

EIA testy pro stanoveni protilatek ve tfidach IgM, IgA, IgE, I1gG a

aviditu ve tridé 1gG.

Pro stanoveni protilatek proti 7. gondii byly pouZity EIA testy firmy Test —

Line s.r.o., Clinical Diagnostics se sidiem v Brné.

EIA Toxoplasma lgM — stanoveni imunoglobulint ve tfidé IgM

Princip _testu: Na vnitini povrch jamek mikrotitraéni destiCky jsou

navazany zvifeci protilatky proti lidskému IgM. Pokud jsou ve vySetfovaném
vzorku pfitomny imunoglobuliny tfidy IgM, navazou se na protilatky zvifeci.
V dal$im kroku reakce jsou volné piebytecné protilatky vymyty promyvacim
roztokem. Nasleduje inkubace s roztokem traceru (antigen T. gondii +
monoklonalni protilatka proti povrchovému proteinu P 30 T. gondii, znaCena
kfenovou peroxidazou). V této ¢asti reakce se na protilatky proti T. gondii ze
vzorku navéaze antigen spole¢né s antitoxoplazmovou protilatkou proti P 30

znadenou peroxidazou (konjugat). Nenavazany tracer je odstraneén
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promyvanim jamek a peroxidazova aktivita je detekovana zbarvenim roztoku
aplikovaného substratu. Pozitivita se projevi modrym zbarvenim, kiteré se
po zastaveni reakce (kyselina sirovd) méni ve Zlutou. Intenzita Zlutého
zabarveni je méfena fotometrem pfi 450 nm. Vysledek reakce je hodnocen
po vypoctu Indexu pozitivity vzorku.

Index pozitivity (IP) = absorbance vySetfovaného vzorku délena pramérnou

absorbanci cut-off kontrolniho séra vyrobce.

Vzorky s indexem pozitivity nizS§im nez 0,9 jsou hodnoceny jako

negativni, 0,9 — 1,1 jako hranic¢ni a nad 1,1 jako pozitivni.

EIA Toxoplasma IgA, IgE — stanoveni imunoglobulint ve tfidé 1gA, IgE

Princip testd a jejich hodnoceni jsou shodné s EIA testem pro stanoveni
protilatek ve tfidé IgM, pouze na vnitini povrch jamek jsou navazany zvifeci

protilatky proti lidskému IgA, respektive IgE.

EIA Toxoplasma lgG — stanoveni imunoglobulind ve tridé 1gG

Princip testu: Na vnitini povrch jamek mikrotitraéni destiCky je navazan
antigen Toxoplasma gondii. Po aplikaci vzorkG a kontrolnich sér dojde
k navazani specifickych IgG protildtek na antigen. Promyvanim jsou
prebytky nenavazanych protilatek odstranény. Nasleduje aplikace konjugatu
— zvifeci protilatka proti lidskému IgG znaCena kfenovou peroxidazou,
dochazi k vazbé protilatky na lidské IgG. Nenavazany konjugat je odstranén
promytim a peroxidazova aktivita je detekovana po pfidani substratu
zbarvenim roztoku. Vybarveni je vzhledem k TMB (tetramethylbenzidinu)
v roztoku kompletniho substratu modré, a po zastaveni reakce se méni na
Zlutou. Intenzita zabarveni je méfena na fotometru pro mikrotitraéni desticky
pfi 450 nm. Index pozitivity je stanoven stejné jako u protilatek ve tridach
IgM, IgA a IgE.

Hodnoceni vysledkd: IP nizs§i nez 0,800 = negativni;
0,800 — 1,000 = hraniéni;

vysSi nez 1,001 = pozitivni.
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Metody priikazu Entamoeba histolytica

1. Vzorky biologického materialu

V piipadé intestinalni formy onemocnéni jsou odebirany vzorky od
pacientl ze stolice, pfi ostatnich formach onemocneéni z postizeného organu
(nejéastsji z jater). Vlastni pfiprava vzorkd a provedeni reakce se lisi podle
typu vySetfovaného materialu. V kazdém pfipadé musi byt ze vzorku

materialu provedena izolace DNA E. histolytica podle piislusného postupu.

2. Polymerazova fetézova reakce pro prikaz DNA
Entamoeba histolytica — vlastni modifikace

Izolace DNA E. histolytica

DNA prvoka byla izolovana z jaterniho abscesu Clovéka (viz. kapitola

Vysledky a diskuse pacient &. 8), u néhoZ byla stanovena diagnéza
amébozy. K izolaci jsme pouzili jednak fenol-chloroformovou metodu a dale
byla provedena izolace DNA E. histolytica pomoci kolonek QIA Amp DNA
Minikit (250) firmy QIAGEN. Na zakladé porovnani obou zplsobl extrakce
bylo zji§téno, Ze pro ziskani DNA Iépe vyhovuje postup ,Tissue protocol*
komeréniho kitu QlAampDNA Mini Kit (250) firmy QIAGEN.

Provedeni reakce Multiplex nested PCR podle Evangelopoulose (40)

- optimalizace metody pro rozli§eni E. histolytica a E. dispar.

Primery (Generi Biotech):

Vné&ijéi primery pro 1. stupefi (spoleénad oblast pro E. histolytica i pro E.
dispar):

Ei (5" -TGC TGT GAT TAA AAC GCT 3’),

E, (5" -TTAACT ATT TCAATC TCG G 3)

Amplifikace fragmentu délky 1076 bp.

Vnitini primery pro 2. stupei (specifické pro E. histolytica):
Eh-L (5" -ACA TTT TGA AGA CTT TAT GTAAGT A 39
Eh-R (5"-CAG ATC TAG AAACAATGC TTC TCT 37)
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Amplifikace fragmentu délky 427 bp.

Vnitfni primery pro 2. stupeii (specifické pro E. dispar):
Ed-L (5" -GTT AGT TAT CTAATT TCGATT AGAA3J’)
Ed-R (5" -ACA CCA CTT ACT ATC CCT ACC 3)
Amplifikace fragmentu délky 195 bp.

Pracovni koncentrace primert: 10 pmol/pl

Reakéni smés (MasterMix-MM) pro 1. stuperi PCR: 3 pl vyizolované DNA +

primery po 1,25 ul + 2,5 yl 10x koncentrovaného PCR pufru Invitrogen
25ul+1,5mM Mg** + dNTPs (2,5 mM)2 ul + 0,1 ul Tag DNA polymerazy
(5 U/ul) - GIBCO BRL, Rockville, voda 11 yl.

Uvodni denaturace 5 min 94 ° C; 45 cykld (1 min 94 ° C/1,5 min 47 ° C/ 2,5
min 72 ° C); finalni elongace 72 ° C 7 min; v cykléru DYAD - 200.

Reakéni smés (MasterMix-MM) pro 2. stuperit PCR: DNA 3 pl + primery

2,5 ul + 10x koncentrovany pufr Invitrogen 2,5 pl + 1,5 mM Mg®* + dNTPs
(2,5 mM) 2 pl + 0,1 ul Taq DNA polymerazy (5 U/ul) - GIBCO BRL + voda
14 ul.

Podminky reakce: Gvodni denaturace 5 min 94 ° C; 45 cykld (1min 94 ° C/
1,5 min 58 ° C/ 2,5 min 72 ° C); finalni elongace 72 ° C 7 min; v cykléru
DYAD - 200.

DNA izolovana zjaterniho abscesu byla fedéna desitkovou fadou.
V multiplex nested PCR pro DNA E. histolytica jsme dosahli vysledku

uvedenych v nasledujici tabulce.

Tab. Prikaz DNA Entamoeba histolytica (izolace z jaterniho abscesu)

metodou multiplex nested PCR

Redéni DNA Konc. |10 " [102 10 [10* [10° [10® |voda

Vysledek PCR | ++++ | ++++ | +++ | +++ |++ - - -

Zavér: DNA Entamoeba histolytica byla detekovana jesté v fedeni 10 -,
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Optimalizace teploty annealingu v prvnim stupni PCR  (pro zvyseni
citlivosti): teplotni rozmezi 43,8 - 453 — 47,0 — 48,4 — 49,5 - 50,2 ° C.

V prvnim stupni PCR se nejlépe osvédgila teplota annealingu 49,5 ° C.

PCR pro DNA

Entamoeba _histolytica: k testovani jsme pouzili produkty z prvniho stupné

Optimalizace teploty annealingu ve druhém _stupni

PCR (annealing 47 °C, i optimalizovany na 49,5 °C); a zkous$eli teplotni
rozmezi 56,3 — 58,0, - 59,4 °C. Zména teploty aneealingu ve druhém stupni

PCR neovlivnila vysledky a proto byla v reakci pouZita teplota 58 °C.

Porovnani plsobeni Tag DNA polymerazy (Gibco) a Platinum Tagq DNA

polymerazy ; 2. stupeii multiplex nested PCR DNA Entamoeba histolytica

je uvedeno v nasleduijici tabulce.

Redéni DNA 10" 102102 710* [10° | voda
Gibco +++ +++ — — —_ _
Platinum ++4++ |+ | - — -

Srovnani pusobeni Taq DNA polymerazy (Gibco) a Platinum Taq DNA

polymerazy s protilatkou firmy Invitrogen (,hot start® PCR), 2. stupen

multiplex nested PCR DNA Entamoeba dispar je uvedeno v nasledujici

tabulce.

RedéniDNA| 107 [ 102 | 107 10 10 voda
Gibco +++ +++ - — — -
Platinum + ++++ | ++++ - - - -
protilatka
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Standardni operaéni postup pro detekci DNA

Entamoeba histolytica / dispar (zkraceno)

Pfi prvnim stupni PCR se pouZiva do reakce celkové mnozstvi 25 pl:
22 pl reakéni smési + 3 pl vyizolované DNA. Pro reakci se nejlépe osvédCila

Platinum Taq DNA polymeraza.

Slozeni reakéni smési pro 1. stupeii PCR E.histolytica / dispar :
10x konc. pufr Invitrogen 2,5 pl; Mg?* (25 mM) 1,5 pl; dNTPs (2,5 mM)
2,0 pl; Platinum Taq DNA polymeraza (5U/ ul) 0,1 ul; primer E4(10 pmol/ pi)
1,25 pl; primer E(10 pmol/ pl) 1,25 pl; voda 14,0 pl.

Teplotni profil pro 1. stupen PCR:
Poc&ateéni denaturace 95 ° C 5 min.; vlastni PCR 45 cykli: denaturace 95 °
C 1 min.; annealing 49,5 ° C 1,5 min.; elongace 72 ° C 2,5 min.

Zavéreéna extenze: 72 ° C 10 minut.

Pfi druhém stupni PCR se pouZiva 22 pl reakéni smési + 3 pl produktu
z 1. stupné PCR.

Slozeni reakéni smési pro 2. stupeii PCR E. histolytica / dispar. Pufr
Invitrogen 10x koncentrovany 2,5 pl; Mg?* (25 mM) 1,5 pl; dNTPs (2,5 mM)
2,0 pl; Taqg DNA polymeraza (5 U/ pl) 0,1 pl; primer Eh — L (10pmol/ pl)
1,25 l; primer Eh — R (10pmol/ pl) 1,25 pi; primer Ed — L (10pmol/ pl)

1,25 pl; primer Ed — R (10pmol/ pl) 1,25 pl; voda 11,0 pl.

Teplotni profil pro 2. stupeii PCR: pocate¢ni denaturace 95 ° C 5 min.
Vlastni PCR - 45 cykl(: denaturace 95 ° C 30 sec; annealing 58 ° C 60 sec;
elongace 72 ° C 1,5 min. Zavére¢na extenze 72 ° C 7 min.

Detekce je provadéna metodou submerzni elektroforézy v2 %
agar6zovém gelu za pouziti velikostniho markeru a 50 bp lader a barveni
ethidiumbromidem.

Pozitivni kontrola PCR reakce pro E. histolytica: DNA v koncentraci 10 -3
Pozitivni kontrola PCR reakce pro E. dispar. DNA v koncentraci 10 -

Negativni kontrola: destilovana voda
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Pfiprava cyst Entamoeba dispar (E. histolytica)

Pro zvySeni citlivosti reakce a odstranéni inhibitort, které se vyskytuji ve
vzorcich stolic, jsme zavedli vlastni postup ziskavani cyst améb ze
vzorku vy$etfované stolice a jejich promyvani. Vzorek stolice ziskany od
pacienta dlouhodobé& vyludujiciho cysty Entamoeba dispar byl zpracovan
koncentraéni metodou dle Fausta. Supernatant se siranem zineCnatym
v mnozstvi asi 4-5 ml jsme opakované promyvali (3x-4x) fyziologickym
roztokem, centrifugovali pfi 2500 ot/min po dobu 5 minut, az byl roztok
viditelné Ciry.

DNA E. dispar jsme vyizolovali z cyst pomoci QlAamp DNA MiniKit dle
tkariového protokolu.

Promyvani cyst jsme testovali na vzorku stolice s obsahem 2 x 102 cyst.

DNA z cyst po promyti

¢islo vzorku 1 2 3 4 5 6
vysledek PCR + + ++ ++ ++ +

Popisy k tabulce €.19 a k obrazku ¢.20:

1. vzorek &.1 - DNA vyizolovana ze stolice 1x promyté (2 x 10? cyst)
vzorek &.1 - DNA vyizolovana ze stolice 2x promyté (2 x 10? cyst)
. vzorek &.1 - DNA vyizolovana ze stolice 3x promyté (2 x 10? cyst)
. vzorek &.1 - DNA vyizolovana ze stolice 4x promyté (2 x 10° cyst)

. vzorek ¢.2 - DNA vyizolovana ze stolice 3x promyté (2 x 10* cyst)

O O WO N

. pozitivni kontrola (1,2 x 10* cyst)
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Promyvani se osvédGilo kodstranéni inhibitori z povrchu cyst
a z fyziologického roztoku, ve kterém jsou cysty vkladany do kolonek
k izolaci, proto jsme i nadale postupovali timto zplisobem. Izolace pomoci

kolonek se ukazala dostate¢né vhodna a jednoducha.
Ovéfili jsme rovnéz, jak dlouho a za jakych podminek Ize uchovavat cysty
ve fyziologickém roztoku. Testovali jsme uchovani pfi teplotach +4° C

a pfi —20° C, kdy byla vytéZnost DNA o jeden fad nizsi.

Urcéeni senzitivity a specificity reakce

Senzitivitu reakce jsme urcovali dvéma metodami :

- poéitanim cyst ze stolice v Birkerové komirce: nejmensi detekovatelné
mnozstvi je 30-50 cyst v 1 ml F1/1

- uréenim nejmensiho detekovatelného mnozstvi DNA spekirofotometricky
Spektrofotometricky jsme naméiili, Ze nejmenSi detekovatelné mnoZstvi
ziskané DNA je 7 x 10~ ng/ml.

Cistota DNA vzorku: E. histolytica 2,0 a E. dispar 2,2.

Specificitu_reakce jsme potvrdili negativnim vysledkem detekce DNA

s nasledujicimi druhy stfevnich protozoi: Giardia lamblia, Entamoeba coli,

Endolimax nana, Entamoeba hartmanii, lodamoeba blitschlii.

Inhibiéni zkouska: amplifikace beta globinového genu (obvyklym

zplisobem, viz. SOP laboratof pro extrahumanni genom).
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Metody priikazu Leptospira species

1. Odbér biologického materialu

Pfi podezieni na leptospirovou infekci jsou od pacientd odebirany
vzorky biologického materidlu: pfedevS§im mo¢, krevni plazma a likvor.
Dulezité je dodrzet, pokud je to mozné, zadsadu odbéru vzorkl pfed
zahajenim antibiotické terapie nebo co nejdrive.

VySetfeni se provadi nejéastéji z krevni plazmy a z modi. V prvnich
dnech onemocnéni Ize leptospiry prokazat v krvi. Pri praniku do CNS i v
mozkomisnim moku.

K vySetfeni je nutno poslat alespori 10 — 15 ml moce, 2 — 5 ml nesrazlivé
krve (EDTA nebo citrat), tj. 0,5 — 1,5 ml plazmy, nebo alesponi 1 ml likvoru.
Material je nutno uchovavat v chladu, pfip. pfi -20°C a zpracovat do 48

hodin, nejlépe vSak do 24 hodin.

2. Polymerazova retézova reakce pro prukaz DNA

Leptospira sp. - vlastni modifikace

Laboratorni provedeni:

Vybér primeru

Primery jsme volili pro polymerazovou fetézovou reakci-tak, aby bylo
mozno stanovit v biologickém materialu pfitomnost DNA vSech sérovari
patogennich leptospir, které byly dosud izolovany na Gzemi Ceské republiky.

Pro sérovary, které patfi do genomospecies L. interrogans a
L. borgpetersenii jsme pouZzili dle dostupnych literarnich prament (52,102)
primery G1 a G2, které maji tyto sekvence bazi:

G1 (5" -CTG AAT CGC TGT ATAAAAGT 3")
G2 (5" -GGA AAA CAA ATG GTC GGAAG 3")
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Pro patogenni leptospiry patfici do genomospecies L. kirschneri, v nasich
podminkéach sérovary L. grippotyphosa P 125 a L. grippotyphosa Z 6, jsme
pouzili primery B 64-1 a B 64 Il s nasledujicimi sekvencemi:

B 64-1 (5" -CTG AAT TCT CAT CTC AAC TC 3’)

B 64-1 (5"-GCA GAA ATC AGA TGG ACG AT 3)

Deoxyribonukleova kyselina genomospecies L. kirschneri neni primery G1a
G2 amplifikovana.

Délka fragmenti DNA amplifikovanych pomoci primerd G1a G2 je
285 bp a délka fragment( amplifikovanych pomoci primert B 64-1 a B 64-11
je 360 bp.

Pro kontrolu inhibice polymerazy pouzivame amplifikaci Casti beta
globinového genu ve vedlejsi reakci.
Sekvence primeru:
IC989-A 5°- ATT TTC CCACCC TTA GGC TG-3°
1C989-S 5 - TGG TAG CTG GAT TGT AGC TG-3°

Optimalizace PCR metody pro prikaz DNA patogennich
leptospir

Testovani primerd na uréenych laboratornich kmenech

Leptospira species.

Laboratorni kmeny Leptospira species:.

K testovani zvolenych primeri a k optimalizaci metody jsme pouZivali
laboratorni kmeny leptospir, které jsou na naSem pracovisti (Ustav klinické
mikrobiologie, Usek parazitologie) kultivovany pro béznou diagnostiku
metodou mikroaglutinace-lyza. Kvalita kmend je kontrolovana 2x tydné
prohlizenim v zastinu a kmeny jsou minimalné 1x roéné kontrolovany ucasti
laboratofe v systému externiho hodnoceni kvality zajiStovaného Narodni
referenéni laboratofi Statniho zdravotniho dstavu v Praze.

Laboratorni kmeny patogennich leptospir jsou kultivovany a udrZzovany

v Korthofové mediu obohaceném 5% krali¢iho séra testovaného
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na nepfitomnost protilatek proti patogennim leptospiram.  Kmeny jsou
pasazovany piiblizné jednou za 10 dni. Kultiva¢ni teplota je 28° C.

Pro testovani specificity pfipravované PCR reakce jsme z NRL pro
leptospiry obdrzeli 2 kmeny nepatogennich leptospir: Leptospira saopaulo a

Leptospira patoc ., které jsou kultivovany obvyklym zpisobem.

Priprava vzorkl testovanych kmen( v biologickém materialu

Jako zakladni biologicky material pro optimalizaci metody jsme zvolili
mo&, protoZe pfi infekci patogennimi leptospirami jsou bakterie jiz po
nékolika dnech v modi pfitomny (po kolonizaci ledvin).

Pro prikaz bakterii metodou PCR je mo¢ obecné materialem, jehoz
zpracovani &ini vétsi potize (biochemicky agresivni prostfedi) a muze byt
limitujici pro mez detekce. Z vySe uvedenych divodd jsme se rozhodli od

pocéatku testovat prikaz DNA patogennich leptospir v moci (6).

Stanoveni poétu leptospir v biologickém materidlu _pro PCR

reakci.

K pogitani spirochét v tekutém mediu se pouZivd Petrof-Hauserova
komurka (k pogitani v zastinu). Komdrku se ndm nepodafilo ziskat, museli
jsme proto zvolit jiné feseni stanoveni poctu spirochét v 1 ml tekutého
media.

Vyzkouseli jsme pocitani v 10 mikrolitrech media s leptospirami na
podloZznim sklicku. Kapka media rychle vysychala a 10 mikrolitrd bylo velké
a vzorném poli mikroskopu nepfehledné mnozstvi. Nakonec bylo
pfistoupeno k feseni, které pfi pfipravé pozitivnich kontrol vyuzivame i nyni.
Do 9 ml pufrovaného fyziologického roztoku (PBS) pipetujeme asi 10 - 20
mikrolitrl Korthofova media s dobfe narostlym kmenem leptospir a
zkumavka je dobie zazatkovana gumovou zatkou. Poté je obsah zkumavky
mnohonasobné promichan otacenim dnem vzhiru a zpét. Poloautomatickou
pipetou s jednorazovou S$pickou pipetujeme 5 mikrolitrd PBS s fedénym

kmenem na podlozni sklo a lehce rozestieme do ploché kapky. V této kapce
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poditame spirochéty v jednotlivych zornych polich. Postup je opakovan
zjedné zkumavky minimalné 5x. Vypocitame pramér v 5 mikrolitrech a
prepo&itame na 1 ml. Tim je ziskano vychozi fedéni kmene leptospir, a dalsi
kde

pfedpokladame pocet 1 x 102 - 1 x 103, to znamend asi 1 - 10 leptospir v 5

fedéni uz je provedeno vPBS fedénim 1:10. Ve zkumavce,

mikrolitrech, je provedeno kontrolni pocitani vy$e uvedenym zpisobem.

Laboratorni kmeny patogennich a nepatogennich leptospir (viz.

nasledujici tabulka) byly nafedény v PBS popsanym postupem, spocitana

jejich denzita (pocet) a dale fedény 1:10 v erstvé odebrané moci zdraveho

Cloveka.

C. vz sérovar Leptospiry/ |Patogen | Pouzité vysledek

1ml modi primery + az +++

1 L. grip. P 125 280 + B 64-I/Il ++
2 L. grip. P 125 28 + B 64-I/11 -
3 L. grip. P 125 280 + B 64-1/11 ++
4 L. grip. P 125 28 + B 64-I/11 -
1 L. copen. Lebe 600 + G1/G2 +++
2 L. copen. Lebe 60 + G1/G2 -
3 L. copen. Lebe 600 + G1/G2 +++
4 L. copen. Lebe 60 + G1/G2 -
5 L. patoc. 10 000 - B 64-1/11 -
6 L. patoc. 10 000 - G1/G2 -
7 L. saopaulo 10 000 - B 64-I/11 -
8 L. saopaulo 10 000 - G1/G2 -

Pouzité zkratky: L. grip. P 125 = L. grippotyphosa P 125
L. copen. Lebe = L. copenhageni Lebe

Vysvétlivky:  +++ silna reakce, ++ stfedni reakce, - negativni vysledek

Pfi tomto pokusu byly primery pouzity oddélené ve dvou reakénich

smésich. Citlivost dosud neoptimalizované reakce byla nizka.
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Amplifikace DNA riznych kmenl Leptospira spp. metodou
PCR s oddélenymi primery (1. ast)

primery 1 2 3 4 5 6
B64-1/11 - - ++ - - +4++
G1/2 - ++++ - FHH+ | HEt -

Amplifikace DNA raznych kmenU Leptospira spp. PCR s oddélenymi primery

(1. Gast)

B64-1/I

12 M3 4 5 6

Vysvétlivky k tabulce a obrazku (1. ¢ast): Pro primery B64-1/1l, G1/2:
negativni kontrola

. L. icterohaemorrhagiae FrySava (260 lept./ml moce)

1
2
3. L. grippotyphosa Z 6 (320 lept./ml moce)
4. L. sejroe M 84 (200 lept./ml moce)

5. L. copenhageni Lebe (280 lept./ml moce)
6. L. grippotyphosa P 125 (280 lept./ml moce)
M velikostni marker a 50 bp (Roche, M XIlI)
++++  velmi silna pozitivita vzorku

+++ silna pozitivita vzorku

++ stfedni pozitivita vzorku

- negativni vysledek
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Amplifikace DNA riznych kmenU Leptospira spp. PCR s oddélenymi

primery (2. ¢ast)

primery 1 2 3 4 5
B64-I/11 - - - - +++
G1/2 +++ ++ +++ - ++++

Amplifikace DNA rtiznych kmen( Leptospira spp. PCR s oddélenymi primery

(2. ast)

—

o > 0N

B&4-{/II

1

negativni kontrola
pozitivni kontrola G1/G2 (L. copenhageni Lebe 600 lept/m| PBS)
B64 I/ll (L. grippotyphosa P 125 (280 lept/ml PBS)

LERTOSE, 276

3 4 5 M
Vysvétlivky k tabulce a obrazku (2. ¢ast): Primery B64-I/1l, G1/2:

. L. istrica J 20 (520 lept./ml moce)
L. pomona Simon (580 lept./ml moce)

L. sorex-jalna (180 lept./ml moce)

6. M velikostni marker a 50 bp (Roche, M Xlil)

++++  velmi silna pozitivita vzorku

+++ silna pozitivita vzorku

++ stfedni pozitivita vzorku

negativni vysledek
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Stanoveni poméru objemu reakéni smési pro PCR

a objemu vyizolované DNA (optimalizace metody)

V literatufe jsou popsany postupy, kde mnozstvi DNA vyrazné prevysuje
mnozstvi reakéni smési, nejéastéji v poméru 40 pl DNA : 10 pl reakCni smési
(81). Vyzkouseli jsme PCR reakce s poméry DNA a smési od 10 pl DNA +
40 pl smési aZ po 40 pl DNA + 10 pl smési. Optimalni vysledek PCR reakce
byl dosaZen pokud mnoZstvi DNA pfevazovalo. Nejvhodnéjsi pomeér byl 17

ul vyizolované DNA a 8 pl reakéni smési. DalSi optimalizace reakce uz byla

provadéna vzdy timto zplisobem.

Optimalizace teploty annealingu

Pfi optimalizaci teploty annealingu byl pouZit gradientovy cyklér DNA
Engine DYAD firmy M.J.Research a testovany teploty od 52 do 56°C.

Vysledky optimalizace teploty annealingu jsou uvedeny v tabulkach.

Optimalizace teploty annealingu pro PCR s primery G1 a G2

52°C | 53°C(54°C |55°C [56°C
L.copenhageni Lebe 10° | ++++ + ++ +++ ++
L.copenhageni Lebe 107 ++ + + + +

Optimalizace teploty annealingu pro PCR s primery B64-1 a B 64-I|

52°C | 53°C|54°C |55°C |56°C
L. grippotyphosa P 125 10% | ++++ - ++ F++ | -+
L. grippotyphosa P 125 10? +++ - + + ++

Pro PCR reakci k detekci patogennich leptospir jsme vybrali teplotu

annealingu 52 ° C.
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Vybér Tag DNA polymerazy pro PCR reakci k detekci DNA

patogennich leptospir

V prvni fazi testovani vhodné Taq DNA polymerazy jsme pouZili

polymerazu firem Invitrogen a TaKaRa. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach.

Tab. PCR reakce s Tag DNA polymerazou Invitrogen a TaKaRa, primery B-
64-1 a B64-11, testovaci kmen L. grippotyphosa P 125.

Pocet leptospir v 1 ml moce
Taq DNA polymeraza 10* 10° 102 [10-20 | 0-10
TaKaRa ++ - - - -
Invitrogen ++ ++ - - -

PCR reakce s Tag DNA polymeréazou Invitrogen a TaKaRa, primery G1 a

G2, testovaci kmen L. copenhageni Lebe.

Pocet leptospir v 1 ml moce
Taq DNA polymeraza 10* 10° 102 |10-20 | 0-10

TaKaRa +4+++ + + + -

Invitrogen +++ ++ + + -

vysvétlivky k tabulkam
++++ velmi silna pozitivita, +++ silna pozitivita, ++ stfedni pozitivita, +

slaba pozitivita, - negativni vysledek

Ve snaze o zvyseni citlivosti reakce byla dale testovana Platinum Taq
DNA polymeréaza firmy Invitrogen a Tag DNA polymeréaza firmy Invitrogen.
Dle vysledkd provedenych pokusi je citlivost reakce vyssi s Platinum

Taq DNA polymerazou.
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Tag DNA polymeraza |Platinum Tag DNA polymeraza

primery 1 2 3 4 5 6 7

B64 /1l ++ + - +++ ++++ ++ -

G1/G2 ++4++ | HH++ + ++++ ++++ ++ -
Vysvétlivky:

Pro primery B64 —1/1l

N o o s~ 0=

Pro primery G1/G2

N o o~ N =2
~ -~~~

Pro dal$i mozné zvyseni citlivosti PCR reakce jsme testovali Platinum

Taq DNA polymerazu spoleéné s protilatkou proti polymeraze (Sigma), tedy

tzv ,hot start. V takto sestavené reakci vytvori protilatka s polymerazou
komplex, z néhoz se uvolni az pfi teploté denaturace. Polymeraza nepusobi
nezadoucim zplUsobem pii nizSi teploté, to znamend pied zacCatkem

denaturace. Pouziti protilatky proti polymeraze nepfineslo lepsSi vysledky

L. copenhageni Lebe v poctu
. copenhageni Lebe v poctu
. copenhageni Lebe v poctu
. copenhageni Lebe v poctu
. copenhageni Lebe v poctu

. copenhageni Lebe v poctu

negativni kontrola — destilovana voda

negativni kontrola — destilovana voda

nez PCR provedena bez pfidani protilatky.
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L. grippotyphosa P 125 v poc¢tu cca 2 000 leptospir / 1 ml PBS
L. grippotyphosa P 125 v poctu cca 100 leptospir / 1 ml likvoru
L. grippotyphosa P 125 v po¢tu cca 200 leptospir / 1 ml moCi
L. grippotyphosa P 125 v poctu cca 2 000 leptospir / 1 ml PBS
L. grippotyphosa P 125 v po¢tu cca 100 leptospir / 1 ml likvoru
L. grippotyphosa P 125 v poctu cca 200 leptospir / 1 ml moci

cca 2 000 leptospir v 1 ml PBS
cca 200 leptospir v 1 ml likvoru
cca 250 leptospir v 1 ml moci
cca 2 000 leptospir v 1 ml PBS
cca 200 leptospir v 1 ml likvoru

cca 250 leptospir v 1 ml moci




Zavéry optimalizace metody PCR pro prikaz patogennich leptospir

Metoda polymerazové fetézové reakce pro prikaz DNA patogennich
leptospir byla optimalizovana za néasledujicich podminek:
- Platinum Tag DNA polymeraza firmy Invitrogen v koncentraci 1 U
na reakci s pfidanim hoic¢iku v obvyklé koncentraci 2 mM.
- Primery G1, G2 a B64-l, B64-ll pouZité v koncentraci 1 puM

kazdého primeru ve dvou oddélenych reakcich.

Slozeni reakéni smési pfi pouZiti primer G1 a G2 pro prikaz sérovar(
patogennich leptospir fazenych do genomospecies Leptospira interrogans a

Leptospira borgpetersenii

Pufr Invitrogen 10x koncentrovany 2,5 ul
Mg? 25 mM 2,0yl
dNTPs 2,5 mM 2,0 ul
Primer G1 100 pmol / 1 pl 0,25 pl
Primer G 2 100 pmol / 1 pl 0,25 pl
Platinum Taq DNA polymeraza Invitrogen 5 U / pl 0,2 pl
Voda ad 8 pl 0,8 pl

SloZeni reakéni smési pfi pouziti primerd B64-1 a B 64-ll pro prikaz

sérovar(l patogennich leptospir fazenych do genomospecies L. kirschneri.

Pufr Invitrogen 10x koncentrovany 2,5 ul
Mg? 25 mM 2,0 ul
dNTPs 2,5 mM 2,0 ul
Primer B 64-1 100 pmol /1 pl 0,25 pl
Primer B 64-I1 100 pmol / 1 pl 0,25 pl
Platinum Taq DNA polymeraza Invitrogen 5 U /pl| 0,2 ul
Voda ad 8 pl 0,8 ul

Do PCR reakce pro detekci DNA patogennich leptospir se k 8 ul reakeni

smési pfidava 17 ul vyizolované DNA leptospir a celkové mnozstvi tak tvori
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25 pl. MnoZstvi je mozné zdvojnasobit a pracovat s pomérem 34 ul DNA a
16 pl smési. Pouzivali jsme primery o koncentraci 100 pmol/1 ul, aby byl
objem smési co nejmensi.

Optimalni_teplotni profil PCR:

- pocatetni denaturace = 94 ° C po dobu 5 min
- vlastni PCR = 34 x
1. denaturace pii 94° C po dobu 45 sec
2. annealing pfi 52 ° C po dobu 50 sec
3. elongace pii 72 ° C po dobu 1 min
- zavéretna extenze = 1. 94° C po dobu 45 sec
2. 52°C po dobu 2 min
3. 72°C po dobu 20 min

Detekce produktu PCR reakce

Produkty amplifikace oblasti G1/2 genu o velikosti 285 bp, oblasti
B64-1/Il genu o velikosti 360 bp a oblasti genu pro beta globin o velikosti
989 bp jsou elektroforeticky vizualizovany na 3% agarozovém gelu pfi
barveni ethidium bromidem. K uréeni délky fragment se pouZiva vhodny

velikostni marker (napi. Marker Xlli, frma Roche).

Testovani optimalniho zpusobu uchovani _biologickych

vzorkl a izolace DNA patogennich leptospir

Material

Pro testovani PCR reakce k detekci DNA patogennich leptospir jsme
pouzivali mo¢ zdravé osoby z naSeho pracovisté. Krevni plazma a likvory
byly ziskany z laboratofi UKM a vySetieny na pfitomnost protilatek proti
leptospiram metodou MAL a kultivadnim priikazem na pfitomnost Leptospira

sp. Vysledky byly v obou pfipadech negativni.
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Uchovani biologického materialu

Zjistovali jsme, jak dlouhou dobu je moZno biologicky material pred
vlastni izolaci uchovavat, aby nedo$lo k degradaci DNA v nevhodném
tekutém prostiedi a tim ke snizeni citlivosti PCR reakce.

Materidlem, ktery je z vySe uvedeného hlediska nejproblematictéjsi je
moé, VjejimZ agresivnim prostiedi, casto kontaminovaném rychle
rostoucimi bakteriemi jsou leptospiry a popfipadé uvolnéna DNA nejvice
ohrozeny.

Izolaci DNA patogennich leptospir a nasledné jeji detekci metodou PCR
jsme z téchto divodl provadéli ze vzorku moci s pfidanymi kmeny leptospir
ihned, a dale po skladovani 12, 24, 48 a 72 hodin pfi teploté 5 °C. Za 48
hodin byly vzorky jeté pozitivni, ale za 72 hodin jiz negativni.

Zkouseli jsme rovnéz peletizaci vzorkd moci a uchovani pelety (sediment
po odstfedéni) pfi —20 °C. Mo¢ (5 ml) jsme centrifugovali 20 minut pfi 2 000
ot/min, odstranili supernatant a k peleté piidali 500 pyl PBS. Takto
zpracovany material jsme zmrazili pfi — 20 °C a izolaci provadeéli za tyden.

Likvor a plazmu jsme s kmeny leptospir uchovévali pfi chladnickové
teploté 5 °C i po zmrazeni pii — 20 °C.

V tabulce jsou vysledky PCR provadéné po uchovani vzorku 24, 48 a 72
hodin pfi 5 °C.

1 2 3 4 5
L. grippotyphosa P 125 ++ ++ + - -
L. copenhageni Lebe ++ + +++ - -

Vysvétlivky:

Kmen L. grippotyphosa P 125 (primery B 64-| a B 64-Il)

1. 280 leptospir / 1 ml mo¢i, uchované 48 hodin

2. 238 leptospir / 1 ml modi, uchované 24 hodin

3. 280 leptospir / 1 ml moci, ¢erstvé — ihned zpracovano
4. 238 leptospir / 1 ml moci uchované 72 hodin

5. negativni kontrola — destilovana voda
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Kmen L. copenhageni Lebe (primery G1 a G2)

1. 280 leptospir / 1 ml mogi, uchované 48 hodin

2. 120 leptospir / 1 ml modci, uchované 24 hodin

3. 280 leptospir / 1 ml moci, Cerstvé — ihned zpracovano
4. 120 leptospir / 1 ml moci uchované 72 hodin

5. negativni kontrola — destilovana voda

Zavéry testovani optimalniho zpusobu skladovani biologického

materialu pred izolaci DNA susp. patogennich leptospir

Optimalni je zpracovat mo¢ odebranou od pacientli pro vySetfeni na
pfitomnost DNA patogennich leptospir do 24 hodin, pii skladovani
v chladni¢kové teploté 5 °C. Vzorek je mozno dle vysledkd pokusl vySetiit
jesté po 48 hodinovém skladovani pfi 5 °C. Peletizace moci s naslednym
uchovéanim pfi — 20 °C se v nasich pokusech neosvédcila. Likvor a plazmu je

mozno uchovavat pfi teploté 5 °C i ve zmrazeném stavu pfi— 20 °C.

Testovani zpusobu izolace DNA patogennich leptospir z biologickych

materialda

Material pro detekci DNA patogennich leptospir:

1. moé:

- neupraveny vzorek mo¢i 200 pl

- Uprava vzorku o objemu 2 ml centrifugaci pfi 2 000 ot./min po dobu 10
min

- Gprava vzorku o objemu 5 ml centrifugaci pfi 2 000 ot./min po dobu 10 min
- uprava vzorku o objemu 10 ml centrifugaci pfi 2 500 ot./min po dobu 10
minut vZdy pfi laboratorni teploté, po odstfedéni jsme odstranili supernatant.

|zolace DNA leptospir byla provedena ze vzniklé pelety (sedimentu).
2. plazma, likvor:

- neupraveny vzorek plazmy nebo likvoru 200 pl

- Uprava vzorku o objemu 1 ml centrifugaci pfi 2 000 ot./min po dobu 10 min
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- Gprava vzorku o objemu 1-2 ml: plazmu (likvor) jsme podle literarnich ddaju
(92) centrifugovali 15 minut pii 13 000 ot./min, odstranili supernatant,
vzniklou peletu promyli 200 pl destilované vody a znovu centrifugovali
8 minut pfi 13 000 ot./min. Takto upravenou peletu jsme pouZili k izolaci DNA

patogennich leptospir.

Izolace DNA byla provadé&na komerénim kitem QIAampDNA Mini Kit (250)
firmy QIAGEN nasledujicimi postupy:
- tzv. ,Blood and body fluid spin protocol“ (protokol pro
krev a télni tekutiny)

- tzv. ,Tissue protocol” (tkafnovy protokol)

Pfi pouZiti tkanového protokolu byla zjiSténa vy$si citlivost metody.
,Tissue protocol” se lidi od ,Blood and body fluid spin protocol® provedenim
po&atecni lyzy v prostiedi lyzaéniho pufru za pfitomnosti proteinazy po dobu
1-3 hodiny.

Pro zvySeni citlivosti vySetfeni moc¢i od pacientl se susp.
leptospir6zou jsme testovali vzorky moc¢i s patogennimi leptospirami po
upravé odstfedénim. V dalsi etapé prace jsme vyzkouseli izolaci DNA
patogennich leptospir dle Blood and body fluid spin protocol a Tissue

protocol.

Zavéry testovani jsou uvedeny v tabulkach a pro ilustraci dopinény

fotografii gelu s vizualizovanymi produkty PCR reakci.

Amplifikace DNA leptospir (L. copenhageni Lebe, L. grippotyphosa)

izolované z moéi upravené odstfedénim

Primery 1 2 3 4 5 6 7 8
B64-1/1 + + - - ++ + +++ -
G1/2 ++ + - S A | | | -
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L G2

1 2 3 4M5 678
Vysvétlivky k tabulce a fotografii gelu
Primery B64-I/ll (kmen L. grippotyphosa P 125):
200 iept./ml moce - neupraveny vzorek
20 lept./mi mode - neupraveny vzorek
20 lept./ml moce - neupraveny vzorek
2 lept./m! moce - neupraveny vzorek
20 lept./ml moge - pred izolaci DNA centrifugace 2 ml moe po dobu
10 minut pfi 2000 ot./min
2 lept./mi moge - pfed izolaci DNA centrifugace 2 ml! moée po dobu
10 minut pfi 2000 ot./min
Primery G1/2 (kmen L. copenhageni Lebe):
250 lept./m! moCe - neupraveny vzorek
25 lept./ml mode - neupraveny vzorek
25 lept./ml moce - neupraveny vzorek
2,5 lept./ml moce - neupraveny vzorek
25 lept./mi mo&e - pied izolaci DNA centrifugace 2 ml moce po
dobu 10 minut pfi 2000 ot./min
2,5 lept./ml moge - pfed izolaci DNA centrifugace 2 ml mocCe po
dobu 10 minut p¥i 2000 ot./min
Primery B64-1/1l a G1/2:
pozitivnl kontrola

negativni kontrola
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M velikostni marker & 50 bp (Roche, M XIIi)

++++  velmi silna pozitivita vzorku

+++ silna pozitivita vzorku
++ stfedni pozitivita vzorku
+ slaba pozitivita vzorku

- negativni vysledek

Amplifikace DNA patogennich leptospir (L. copenhageni Lebe,

L. grippotyphosa) ziskanych z moéi sedmi riznymi izolaCnimi postupy.

primery 1 2 3 4 5 6 7

B64-1/1 ++ - ++ + ++ + -

G1/G2 + ++ +++ ++ +++ +++ -
Vysvétlivky:

izolace DNA Blood and body fluid spin protocol ze 200 pl neupravené moci pro
primery B64-1/I | G1/G2 : poet leptospir = 100 organismd / 1 ml moci
izolace DNA pod!e Blood and body fluid spin protocol ze 200 i neupravené moci
pro primery B64-I/1l i G1/G2 : pocet leptospir = 10 organismu / 1 ml moci
izolace DNA podle Tissue protocol z pelety ziskané odstfedénim 2 ml moci po
dobu 10 minut / 2 000 ot./min:
- primery B64-1/I1 : pocet leptospir = 20 organismu / 1 ml moci
- primery G1/G2 : pocet leptospir = 25 organismd / 1 ml modi

izolace DNA podle Tissue protocol z pelety ziskané centrifugaci 2 ml moci po
dobu 10 minut / 2 000 ot./min:
- primery B64-I/1l : potet leptospir = 2 organismy / 1 ml modi
- primery G1/G2 : potet leptospir = 2,5 org. / 1 ml mo&i

izolace DNA podle Tissue protocol z pelety ziskané odstiedénim 10 ml modi po
dobu 10 minut / 2 500 ot./min
- primery B64-1/ll : pocet leptospir =48 org./1 ml modci
- primery G1/G2 : poget leptospir = 50 org./1 mI mo€i
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6. izolace DNA podle Tissue protocol z pelety ziskané odstfedénim 10 ml mo&i po
dobu 10 minut / 2 500 ot./min
- primery B64-I/11 : potet leptospir = 1,4 org. / 1 ml moCi
- primery G1/G2 : podet leptospir = 16 org./ 1 ml mogi

7. negativni kontrola = destilovana voda

Amplifikace DNA leptospir (L. copenhageni Lebe) ziskanych riznymi

izoladnimi postupy z plazmy (vzorky 1 az 4).

L. copenhageni Lebe ( 24 leptospir / 1 ml) - - -

Vysvetlivky:
1. izolace DNA podle Tissue protocol z 200 yl plazmy — neupravena krevni plazma
2. izolace DNA podle Tissue protocol z pelety ziskané odstfedénim 1 ml plazmy po
dobu 10 min. / 2 500 ot./min
' 3. izolace DNA podle Tissue protocol z pelety ziskané odstfedénim 1 ml plazmy po
dobu 15 min./ 13 000 ot /min, plazma promyta 200 ul destilované vody.

4, negativni kontrola = destilovana voda

Postup izolace DNA (vybrany na zakladé pfedchoziho testovani)

Mo& : 10 - 15 ml modi odstfedit po dobu 10 min pfi 2 500 ot./min,
supernatant odstranit a izolaci DNA provést ze vzniklé pelety. Pfi nedostatku
materialu (modi) Ize pouZit stejnym zpGsobem i men§i mnozstvi moci (Sml).

Krevni plazma, likvor: 1 -2 ml materialu odstfedit po dobu 15 minut pfi

13 000 ot./min, odstranit supernatant, vzniklou peletu promyt 200 ul
destilované vody a opét odstfedit 8 minut pfi 13 000 ot./min. Promyta peleta
ie pouZita k izolaci DNA.

Pro izolaci DNA z moéi, plazmy i likvoru je nejvhodngjsi pouzit Tissue
protocol komer&niho kitu QlAampDNA Mini Kit (250) firmy QIAGEN.
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Stanoveni citlivosti metody (meze detekce)

Priubézné testovani riiznych koncentraci leptospir v biclogickém materialu

Pfi zkouSeni jednotlivych ¢&asti metodiky pro detekci patogennich
leptospir z biologického materidiu jsme postupné se stoupaijici citlivosti PCR
reakce sniZovali mnoZstvi spirochét vkladanych do biologického materialu
(zkuSebni vzorky). Z po&ateéni denzity Fadové 10>° jsme postupné sniZili

detekovatelné mnoZstvi az k jednotlivym organismdm.

Zavéry stanoveni citlivosti (meze detekce) metody

s s

detekovat je 10-20 organisml v 1 ml biologického materialu. Uvedene
koncentrace leptospir prokazuje metoda PCR i po uloZeni materialu na 48
hodin pfi 5°C.

Qvéreni specifity metody bylo provedenc postupné se vSemi kmeny

pouzivanymi pii sérologické diagnostice (reakce MAL) v Ceské republice.

V nasledujici tabulce jsou uvedeny pozitivni vysledky testovani jednotlivych
kmen leptospir. Nepatogenni kmeny Leptospira biflexa Patoc | a Leptospira
saopaulo Sao Paulo (Genomospecies 5) nereagovaly s primery uvedenymi
v tabuice (15). Reakce patogennich sérovar(i byly pfisné specifické, to
znamena, Ze kmen vykazoval pozitivni vysledek pouze s primery

specifickymi pro genomospecies, do kterého je zafazen.

Serovar Genomospecies | Vysledek testovani
L. icterohaemorrhagiae FrySava |L. interrogans Pozitivni G1/G2
L. copenhageni Lebe L. interrogans Pozitivni G1/G2
L. grippotyphosa P 125 L. kirschneri Pozitivni B64 1/I1
L. grippotyphosa Z 6 L. kirschneri Pozitivni B64 I/}
L. sejroe M 84 L. borgpetersenii | Pozitivni G1/G2
L. pomona BP L. interrogans Pozitivni G1/G2
L. sorex-jalna L. borgpetersenii | Pozitivni G1/G2
L. bratislava JeZ Bratislava L. inferrogans Pozitivni G1/G2
L. canicola S 392 L. interrogans Pozitivni G1/G2
L. polonica L. borgpetersenii | Pozitivni G1/G2
L. istrica J 20 L. borgpetersenii | Pozitivni G1/G2
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Na zavér pfipravy metodiky detekce DNA patogennich leptospir byl
vypracovan Standardni operacni postup (SOP 04/molbiol/patogeny). Metoda
byla zavedena do laboratorni diagnostiky na spolecném pracovisti UKM a

UKBD v Gseku molekularni biologie.

3. SEROLOGICKE METODY V LABORATORNI
DIAGNOSTICE LEPTOSPIROZ

Antigeny: Zivé kmeny leptospir kultivované v Korthofové médiu po dobu 7-14
dn( za standardnich podminek, pfi teploté 28 ° C.

Antigeny sérovaru pouzivané v Ceské republice:

Leptospira icterohaemorrhagiae FrySava
L. copenhageni Lebe

. grippotyphosa p 125

. grippotyphosa Z 6

. sejroe M 84

. istrica J 20

. bratislava Jez Bratislava

. pomona Simon

. polonica Poland

© oo N> ok M=

. sorex-Jalna

~ -~~~

. cahicola S 392

Princip reakce:

Vybrané antigeny v mnozstvi 50 mikrolitrd reaguji s vySetfovanym
krevnim sérem (pfedied&nym 1:50) ve sterilni mikrotitraCni destiCce, a
davkovanym rovnéz v mnozstvi 50 pl. Vysledné fedéni pro screeningové

zakladni vy3etfeni je tedy 1:100. Inkubace probihda 60 minut pfi teplote
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28 °C. Reakce je hodnocena mikroskopicky v zéstinu, pfi zvétseni 160-200x.
Za pozitivni vysledek je povazovana mikroagliutinace nebo lyza vice nez
30% Zivych spirochét, popf. kombinace obou reakci (26,SOP-UKM) .

Séra, ktera jsou pozitivni v zakladnim fedéni v titru 1:100, vySetfujeme
titraci se vSemi pozitivnimi sérotypy, popfipadé i s dalSimi sérotypy teze
serologické skupiny — do konecného fitru.

Hodnoceni:
Reakce je hodnocena vizudlné na + aZ +++, za pozitivni je povazovan

konecny titr odedteny na ++.
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VYSLEDKY A DISKUSE

1. Laboratorni diagnostika toxoplazmozy:

vysledky s diskusi

V nasi laboratofi provadime sérologickou diagnostiku toxoplazmézy
nejenom pro klinicka pracovi$té Fakultni nemocnice v Hradci Krélové, ale i
pro dal$i nemocnice v Hradeckém kraji. Pfimy prikaz nukleové kyseliny
Toxoplasma gondii v biologickém materialu je zajiStovan v sou¢asné dobe
od roku 2000 dokonce pro celé Gzemi Ceské republiky. V letech 2000 —
2005 bylo vySetfeno celkem (n=22 427) vzork( krevnich sér (a vzorkl
plodové vody) od 15 117 pacientl a téhotnych Zen metodou KFR na
pfitomnost antitoxoplazmovych protilatek. Sérologické vySetieni rozSifujeme
podle kategorie pacienta o imunoglobuliny IgM, IgA, IgE (markery akutni
infekce) a protilatky ve tfidé IgG, popfipadé vCetné vysetfeni schopnost
jejich avidity (celkem provedeno 43 542 test(). Protitatky proti Toxoplasma
gondii v riiznych tfidach imunoglobulind byly detekovany v krevnich sérech
7 998 pacientl, to je v 52,91% pfipadu.

Vroce 2000 jsme zavedli a standardizovali metodu poilymerazove
fetézové reakce pro detekci DNA prvoka Toxoplasma gondii v klinickem
materialu od nemocnych s riznymi diagndézami — suspektni toxoplazmoéza,
toxoplazmoéza v gravidité, novorozenci matek, které prodélaly toxoplazmoézu
v tdhotenstvi, osoby po transplantaci, imunoalterovani nemocni apod.
Polymerazovou fetézovou reakci bylo do data zpracovani souboru
vySetfeno 441 vzorkd rlznych biologickych materiall od 347 pacient(: 318
Zen, 27 muzd a dvou novorozenctl; (nesrazliva krev, fetalni krev, plodova
voda, biopticky material atd.). Prehled osob vySetfenych metodou

polymerazové fetézové reakce je uveden v nasledujici tabulce €. 1.

75



Tab.1 Soubor osob vyéet?enych PCR na pfitomnost DNA T. gondii

Vysetiené osoby Muzi | Zeny gravidni | Zeny negravidni | Novorozenci
347 27 120 198 2

Vék - pramér

26,22 (+/- 10,87) 30,56 26,45 27,13 0

Kromé pfimého priikazu DNA Toxoplasma gondii v krevnich leukocytech,
plodové vodé a v kmenovych buiikach kostni difené jsme dle pozadavkil
jednotlivych pracovist vySetfovali vzorky séra a plodove vody take na
pfitomnost protilatek — imunoglobulini ze tfidy IgM, IgA, IgE a IgG metodou
EIA a KFR.

Z 347 vySetfenych osob byl prikaz DNA metodou PCR pozitivni v 21
pfipadech (1j.6,0%). V celkovém souboru 441 vzorkil od vySetfenych osob
jsme detekovali DNA Toxoplasma gondii ve 23 pfipadech (tj. 5,2 %).

Tab. 2 Vysetieni biologickych vzorki (krev, biopsie, plodova voda,
progenitorové buiiky, likvory) metodou PCR k detekci DNA T. gondii

Pocet vysetreni pozitivni %
Biologicky material 441 23 521
VySetfené osoby 347 21 6,05

Ze souboru 347 vydetienych pacientll jsme vy€lenili 120 gravidnich Zen,
u nichz bylo provedeno metodou PCR vySetfeni plodové vody (n=61),
plodové vody a krve ( n=53 dvojic), fetalni krve samostatné (n=2), fetalni
krve a krve matky (n=2 dvojice) a fetaIni krve a plodové vody (n=2 dvojice).
Popis souboru, vysledky detekce DNA T. gondii a vysledky provedenych

sérologickych vysetfeni jsou uvedeny v tabulkéach €. 3 a 4.

Tab. 3 Vzorky material(i od gravidnich zen testované metodou PCR

Plodova |Fetalni |Plodova Plodova Krev matky | Celkem
voda krev voda + krev |voda + +fetalni | vzorkd
matky fetalni krev i krev
61 2 53 2 2 177
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Metodou PCR byla DNA prvoka T. gondii zji$téna v biclogickych

materidlech od deseti t&hotnych Zen se susp. toxoplazmézou, to je v 8,33%.

Tab. 4 Detekce DNA T. gondii v krvi a plodové vodé u gravidnich Zzen

vysetfenych pro suspektni toxoplazmézu

Pocet Celkem Krev Plodova | Krev + Procento
gravidnich | pozitivnich voda plodova Pozitivity
Zen voda

120 10 5 4 1 8,33 %

V tabulce &5 jsou uvedeny vysledky PCR reakce a sérologického
vysetfeni metodami KFR a EIA dvou novorozenct narozenych matkam,

u nichZ v t&hotenstvi probéhla laboratorné potvrzena akutni toxoplazméza.

Tab. 5 Vysetfeni protilatek a detekce DNA T. gondii u novorozencu

s vrozenou toxoplazmézou

PCR Sérologickeé metody
TGR1E | B1 KFR IgM IgA IgE lgG | 1gG AV
+ + 128+ | 3,010= | 4,295+ nd | 2,556+ nd
+ - 1024* | 1,687+ | 3,744+ | 1,442+ 2,418+ v

Vysvétlivky: KFR = komplement fixacni reakce, * = pozitivni, nd = netestovéno,

igG AV = avidita ve tfidé IgG, v = vysoka avidita

Ve vzorcich biologického materidlu od obou novorozencl s kongenitalni
toxoplazmézou byla zjisténa pozitivni detekce DNA T. gondii i pozitivni
prukaz protilatek sérologickymi metodami.

V nasledujici tabulce €.6 jsou uvedeny vysiedky detekce DNA T. gondii
u vSech pacientl s pozitivnim prilkazem DNA (PCR+) spoletné s titry
sérovych protilatek (Ab).
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Tab. 6 Vysledky PCR v krvi, plodové vodé a v buiikach PKB,

titry protilatek v séru u PCR+ pacienti a hodnoceni shody

Epoh. | vek |odver| TSR | B1 [KFR| 1o | 19a | 1gE | 196 | ‘7| Sen

1 3| 0 | Krev| Poz |Poz| 128|3,010 (4,295, | nd |2,556 | nd | Ano

2 |41 0 | Krev| Poz |Neg|1024|1,687 |3,744 |1442 (2,418 Ano

3 1913 | PV Poz | Poz | 51214,517 .5,871 2,567 |3.281 1 N | Ano

4 | 9|32 | Krev| Neg |Poz| 256|3,056 |1,295 nd 3,109 | Hh | Ano

5 |91 31| Krev | Poz | Neg 160,156 |0,453 |0,148 |3,159 | V | Ano

6 | 0|23 Biop.| Poz |Poz| 512|0,811 1,016 |0,954 4,496 | V | Ano

7 | 91|28 | Krev| Poz | Poz

8 | &40 | PKB | Poz |Neg| 512/1,876 1,967 [1489 |4191 | N | Ano

9 9129 | PV Poz | Poz

10|19 24| PV | Neg | Poz 641,203 | 0,837 nd {2,101 | nd | Ano

1119129 PV Poz | Poz

12 19129 | PV Hh | Poz

13 1Q | 28 | Krev | Poz | Poz

14 {9 26 | Krev | Neg ! Poz 810,222 0,235 10,081 (2,236 | nd | Ano

15 | o 32 PV Poz | Poz 0,107 |2.041 nd (2,902 | nd | Ano
Krev | Poz | Poz 64 Ano

16 | @ | 30 | Krev | Neg | Poz

17 {9 | 23 | Krev | Poz | Poz

18 | ¢ | 32  Krev | Neg | Poz | 128(3,076 0,537 |0,405 2,169 | V | Ano

10 |2] 56 Krev 320,117 | 0,155 nd (2,760 | nd | Ano
Biop. | Poz | Poz

20 |9| 9 | PKB | Poz |Poz | 512|0,691 7,526 nd |8,163 | V | Ano

2119128 | Krev | Neg ! Poz 641,117 | 0,421 nd |3,638! V | Ano

Vysveétlivky:

Ab = protilatky
PV = plodova voda Biop. = biopsie z jater, PKB = progenitorove kmenové burky
nd = netestovano

N = nizka avidita
Poz = pozitivni

V = vysoka avidita;
Neg = negativni,

Hranice pozitivity EIA lgM, 1gA, IgE:
negativni <0,900 - 1,100= pozitivni

l9G:

negativni <0,800 - 1,000s pozitivni.
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Pozitivni vysledek detekce DNA T. gondii metodou PCR jsme obdrzeli
rovnéz ve dvou vzorcich progenitorovych kmenovych bunék pred
transplantaci (v tabuice oznaceny &isly 8 a 20).

Ovéreni specifity nové zavadéné metody polymerazové fetézove reakce
do diagnostiky toxoplazmézy, bylo provedeno porovnanim vysledki PCR
s ndlezem protilatek v krevnim séru. Analyzovali jsme vysledky vySetfeni
nejdfive v celém souboru, véetné dvou novorozencl s kongenitalni
toxoplazmézou, bez rozdéleni do skupin podle véku, & diagndz pacientu, z
divodu zachovani dostate¢né velkého souboru v8ech vySetieni, ktera byla
v nasi laboratofi provedena soucasné.

Na zaklad® vysledk( laboratorniho vySetfeni metodou PCR byl soubor
vzork( rozdélen na skupiny PCR pozitivni (PCR+) a PCR negativni (PCR-).

Do statistického zpracovani (program NCSS 2000) bylo zafazeno celkem
294 vzorkd u nichZ? byla soucasné provedena detekce DNA T. gondii
metodou PCR a sérologické vysetieni. Vzhledem k tomu, Ze soubor nemél
normalni rozloZeni, nemoh! byt pouZit kiasicky Studentiv dvouvyb&rovy
t-test, proto jsme ke statistické analyze =zvolili Mann WhitneyGv

neparametricky test.

Tab. 7 Testovani hypotézy
Ho: Nenf statisticky vyznamny rozdil v hladinach protildtek mezi skupinami

pozitivnich a negativnich PCR vySetfeni

Pozitivni / Negativni | Hladina Hypotéza Hy
vyznamnosti
a =005
igM 0,489 prijima se
* IgA 0,049 zamita se
IgE 0,174 pfijima se
lgG 0,461 prijima se
|gG avidita 0,543 prijima se

Hiadina vyznamnosti: a = 0,05

Zavér testovani hypotézy Ho.

Neprokazali jsme statisticky vyznamny rozdil (p=0,05) ve vySce titrl
protilatek IgM, IgE, 1gG a aviditou IgG mezi vzorky v nichZ byla detekovana
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DNA Toxoplasma gondii (PCR+) oproti vzorkim bez prokadzané pfitomnosti
DNA T. gondii (PCR-).

Statisticky vyznamny rozdil byl zjitén pouze ve tfidé imunoglobulina IgA
(p=0,05 *) mezi souborem vzorkil PCR+ (primér titr4 2,24) a PCR- (1,32).
Vysledky jsou shrnuty do tabulek €. 8 a9 agrafi ¢. 1,2a 3.

Tab. 8 Vysledky vysetfeni protilatek ve vzorcich s prokazanou DNA
Toxoplasma gondii (PCR+)

Protilatky | Pozit. | ' i Sg‘:;ﬁ;'f‘;:a Min. | Max.
IgM 14 115 127 010 | 308
IgA * 14 224 2.04 015 | 7,52
IgE 4 0,80 0,82 015 | 150
9G 14 544 8,24 1,35 | 33,80
IgG avidita 6 | 4207 | 1115 2340 | 53,30

Vysvétlivky:

Hranice pozitivity EIA:

IgM, IgA, IgE: negativni <0,900-1,100< pozitivni,

19G: negativni <0,800-1,000s pozitivni; Avidita IgG nizka<30-35svysoka

Tab. 9 Vysledky vy$etieni protilatek ve vzorcich bez prikazu DNA
Toxoplasma gondii (PCR-)

Protilatky Pozit. |Pramér |Smérodatna | Min. Max.
fitra odchylka

IgM 252 1,15 1,37 0,05 10,50

IgA* 234 1,32 1,66 0,05 9,59

IgE 104 0,66 0,63 0,08 3,62

IgG 208 2,67 1,70 0,00 7,55

1gG avidita 123 51,98 19,88 12,70 194,70

Vysveétlivky:
Hranice pozitivity EIA:
IgM, lgA, IgE: negativni £0,900-1,100< pozitivni;
lgG. negativni <0,800-1,000< pozitivni,
Avidita IgG nizkas30-35svysoka
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Obr.1 RozloZeni titr(l IgA antitoxoplazmovych protilatek v souboru PCR +
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Obr. 2 Rozlozeni titrQ IgA antitoxoplazmovych protitatek v souboru PCR -
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Ve 100% PCR pozitivnich vzorkil byly prokazany imunoglobuliny ze tfidy
IgG a ve vice nez 50% imunoglobuliny ostatnich tiid (IgA, 1gM, IgE), coz
potvrzuje vysokou specifitu prikazu DNA T. gondii metodou PCR (tab. 10).

Tab.10 Procenta vyskytu antitoxoplazmovych protilatek
ve vysetfenych biologickych vzorcich (PCR+, PCR-)

% IgM IgA IgE IgG
PCR+ | 429 | 714 | 50,0 | 1000
PCR- | 44,7 | 430 | 257 | 810

100-

% | 90-

PCR+
PCR-

Obr. 3 Vyskyt protilatek (v %) v souborech biologickych
vzorkt s pozitivni detekci (PCR+) a bez prikazu DNA {(PCR-)
Toxoplasma gondii
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Odbér biologického materialu pfi podezfeni na onemocnéni
toxoplazmézou je zpravidla provadén za nékolik dnli aZ tydnd po vzniku
klinickych pfiznaku a u gravidnich Zen v rAmci prevence; to je v dobé, kdy se
v infikovaném organismu tvofi nejen protilatky akutni faze infekce
Toxoplasma gondii, ale také vétsinou i imunoglobuliny tfidy IgG.

Diagndézu akutni toxoplazmézy tedy nelze potvrdit Ci vyloucit pouze na
zakladé prikazu protilatek, které casto v organismu diouhodobé pretrvavaji
(ani detekci marker( akutni infekce — IgM, IgA, IgE, véetné avidity 19G)(120).
V od(ivodn&nych pfipadech je proto nutné ovéfit aktualni parazitémii pomoci
priikazu DNA prvoka Toxoplasma gondii (20,9).

Prokazali jsme a ovéiili, Ze vzhledem k obtizné interpretaci vysledkd
sérologickych vySetfeni, je zafazeni metody PCR pro pfimy prukaz DNA
Toxoplasma gondii nezbytnou sou&asti laboratorni diagnostiky, pfedevsim
pro rizikové skupiny pacientl (gravidni Zeny, novorozenci se suspekini
kongenitalni toxoplazmézou (22), pacienti imunosuprimovani,
v transplantaénim programu, pacienti onkologie, HIV pozitivni apod.)
(1,4,5,100).

Véasné stanoveni diagndézy pomoci polymerazové fetézové reakce a
okamzité zahajeni pfislugné lécby (33) zabrani generalizaci infekce T. gondii
a fatalnimu prib&hu infekce v ohroZenych skupinach osob.

V tabuikach a grafech uvedenych ve vysledcich jsou znazornény
postupy, které jsme pouZili pro ovéfeni specificity a senzitivity metody
polymerazové fetézové reakce pro detekci DNA prvoka Toxoplasma gondii.
Porovnavali jsme vysledky polymerdzové fetézové reakce s prikazem
protilatek (tfid imunoglobulinGl) u jednotlivych vySetfenych osob v celém
souboru soutasng testovanych vzorki materidld. Hodnoty ftitr(i
imunoglobulinii IgM, IgE a I1gG se statisticky vyznamné nelisily mezi
skupinami vzork(i bez prikazu Toxoplasma gondii (PCR-) oproti skupiné
PCR+.

Ve &rnacti pfipadech vzorkl s pozitivni detekci DNA 7. gondii (PCR+),
kdy byly soucasné vySetieny i imunoglobuliny IgA jsme pozorovali statisticky
vyznamné vyssi titry imunoglobulint IgA (@2,24) ve srovnani se skupinou
vzork(i materialad PCR negativnich (1,32 ). Data v8ak bude tfeba ovérit ve

vétsich podtech vysetfenych biologickych vzorkl (PCR a imunoglobuliny IgA
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soudasné) od pacientl s toxoplazmézou a znovu zhodnotit vyznam nalezu
vy$sich titrl imunoglobulinGl 1gA ve vzorcich materidld s pozitivni detekci
DNA Toxoplasma gondii.

Na zakladé podrobné analyzy naSeho testovaného souboru jsme
potvrdili, Ze aktivitu onemocnéni toxoplazmoézou u pacientd nelze presné
stanovit jenom na zakladé vysledkl sérologického vySetfeni. Hodnocenf
jednotlivych nélezl je ztizeno variabilitou odbouravani IgM a IgA protilatek v
organismu, vysokou prevalenci titri protilatek proti 7. gondii u normalni
populace (anamnestické titry 1gG) i Sirokym spektrem klinickych pfiznakd
toxoplazmézy imitujicich fadu jinych onemocnéni (33,77,80). Akutni a
aktivni toxoplazmovou infekci spolehlivé potvrzuje pfedevSsim pfima
specificka detekce DNA Toxoplasma gondii v biologickem materialu od
nemocného, v nékterych pfipadech také Casové naro¢ny prikaz infekce
pokusem na bilé mysi.

Ve 100% PCR pozitivnich vzorkl byly prokazany imunoglobuliny ze tridy
lgG a ve vice nez 50% imunoglobuliny ostatnich tiid (IgA, 1gM, IgE), viz.
tabulka &. 10. Odbér biologického materialu pfi podezieni na onemocnéni
toxoplazmézou je zpravidla provadén za nékolik dni aZ tydni po vzniku
klinickych pFiznaki a u gravidnich Zen bez symptoml vramci prevence.
Vtéto dobé se jiz vétsinou v infikovaném organismu tvofi protilatky proti 7.
gondii véetné imunoglobulind IgG.

Prikaz protilatek ve vSech vzorcich biologického materialu s pozitivni
detekci DNA prvoka (PCR+), potvrzuje vysokou specifitu nami pfipravené a
laboratorné i klinicky ovéfené metody.

Spravné ordinované vySetfeni metodou PCR je duleZitou soucasti
laboratorni diagnostiky toxoplazmozy, pfedevS§im pro urCeni aktualni
parazitémie v gravidité, u novorozencl matek, u nichz v tehotenstvi
prob&hla akutni infekce T. gondii a rovnéz u pacientd simunosupresi
(11,57). Palicka a kol. (1998) konstatuji, ze polet déti narozenych
kazdorodné s kongenitalni toxoplazmézou pfevySuje obecné kombinovany
podet déti svrozenou rubeolou, syfilisem a infekci herpes simplex, coz
mze vést rovnéZ k pozdnim nasledkim kongenitaini toxoplazmozy. (101).
V roce 1998 uvadi rovnéz Lécolier v pfednadce na Konzuitacnim dni NRL

pro toxoplazmdzu v Praze systém povinného vySetfovani gravidnich Zen ve
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Francii, jehoZ sougasti je i opakované vySetfeni na pfitomnost protilatek
proti T. gondii. V pfipadé pozitivity markerd akutni infekce je Zena
informovadna o moznosti prenataini diagnostiky kongenitalni infekce.
K priikazu DNA prvoka z plodové vody je vyuZivana metoda PCR (85).

Viysetfeni krve a plodové vody jsou indikovana zejména v piipadech
gravidnich Zen s pozitivnimi sérologickymi markery akutni infekce (protilatky
ve tiidach IgM, IgE a IgA). Ashburn 1998 uvadi, Ze vySetfeni imunoglobulint
IgA je velmi citliva metoda, kterd mize detekovat sérokonverzi u gravidnich
Zen (4). Presto v8ak uzavira, Ze ani prokazana sérokonverze ve ffidé IgA
imunoglobulinG nemuZe rozliit mezi akutni a jiz prob&hlou toxoplazmézou.

Zjisténi vysoké avidity ve tfidé IgG protilatek v krevnim séru ve vétsiné
pfipad(i pomaha vylougit akutni infekci 7. gondii, avdak u cca 5% pacienti
z{istava index avidity dlouhodobé nizky (1).

Greco (2003) uvadi 5 kategorii pro posouzeni rizika primarni infekce
toxoplazmézou v gravidité. Po vySetfeni souboru 82 Zen suspektnich pro
akutni toxoplazmézu v t&éhotenstvi doporucuje opakované seérologické
vySetieni doplinit pfimym prikazem DNA prvoka z plodove vody (53).

Po zavedeni detekce DNA T. gondii z plodové vody bylo moZno snizit na
minimum kordocentézu pro vySetfeni protilatek z pupecnikové krve
(1,2,22,58). Metoda je vhodna rovnéz v pfipadech vysetfeni mozkomisniho
moku u novorozencil pfi podezieni na kongenitaini toxoplazmoézu.

Polymerazova Fetdzova reakce je nezastupitelna také pro detekci DNA
T. gondii v séru a mozkominim moku u symptomatickych pacientd
v hiubokém stupni defektu bunéCné imunity Kk vylouCeni mozkove
toxoplazmodzy, kdy vySetieni protildtek nema pfili§ velky prakticky vyznam.
Pozitivita & negativita vysledkd PCR usnadfiuje rozhodovani o volbé
specifické terapie (44). V pfipadé pozitivni detekce DNA parazita podavame
vybranym skupinam pacientl sulfadiazin a pyrimethamin, pfi negativnim
vysledku volime spise zajistovaci terapii spiramycinem (25).

Vzhledem kvysledkim dosazenym pfi laboratomim  vySetfeni
doporuéujeme odebirat u gravidnich Zen s pozitivnimi sérologickymi markery
akutni infekce nejen plodovou vodu, ale soucasné i vzorek nesrazlive Zilni
krve. | v pfipadé negativniho vysledku prilkazu DNA T. gondii v plodove

vodé mlZe pietrvavat parazitémie v organismu matky. Bez specifické
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terapie matky (na zakladé negativniho vysledku PCR v plodove vodé) by
mohl nastat i v pozd&j§im obdobi gravidity transplacentarni prostup
tachyzoitl 7. gondii a ohrozeni zdravi plodu toxoplazmézou. Riziko
transplacentarniho pfenosu infekce T. gondii na plod stoupé s pokrocilosti
gravidity, pfiemz nejvyssi riziko je ve tfetim trimestru (64).

K vyloudeni faledné negativnich vysledkl PCR metody pro prikaz DNA
T. gondii je vhodné indikovat vySetieni pfed zacatkem antibiotické terapie
nebo co nejdfive po jejim zahdjeni (51,69). Ve sdé&leni z roku 1995 popisuje
Bretagne pfipad pacienta, u néhoZz se 12 mésicu po fransplantaci
progenitorovych krevnich bunék rozvinula akutni toxoplazmoéza. Po tfidenni
uginné terapii jiz pozitivni signal v PCR reakci z krve zcela vymizel, ackoliv
klinické symptomy pretrvavaly pfiblizné 15 dna (17).

Biologicky material odebrany od pacienti je tfeba co nejrychleji dopravit
k vySetieni (nejlépe do 24 hodin), nebot vlivem biochemickych zmén ve
vzorcich dochazi k poskozeni DNA a vysledek neni spolehlivy.

Pfi dodrzeni podminek indikace vySetieni, odbéru a transportu vzorkd,
poskytuje metoda PCR pro detekci DNA T. gondii vysoce senzitivni a
specifické vysledky (9,104). Polymerazové fetézova reakce optimalizovana
v podminkach naseho pracovidté dosahuje citlivosti 1-10 tachyzoitd v 1 ml
tekutého biologického materialu. Guy (1996) uvadi srovnavaci studii péti
evropskych center pro laboratorni parazitologickou diagnostiku, v niz Ctyfi
pracovi$té byla schopna detekovat DNA méné nez 10 organismd. Nami
optimalizovana metoda je v citlivosti srovnatelna s uvedenou studii (58).

Vyhodou polymerazové fetézové reakce v diagnostice toxoplazmézy je
také skutetnost, Ze vySetfeni je mozné provadét v rdznych biologickych
materialech (t&lni tekutiny, bufiky), v&etné vzorkl bioptickych. Podobné jako
v dalsich pfipadech je vyuziti molekuldrnich Dbiologickych metod
v diagnostice infekci zavislé na dokonalém pfistrojovem, materialovem,
personalnim i prostorovém vybaveni specializovanych laboratofi. Obzviast
dilezité je zamezit mozné kontaminaci vySetfovanych vzorkd nukleovymi
kyselinami z prostfedi a zabranit tak vzniku faleSné pozitivnich vysledku.

Laboratof pro extrahumanni genom splfiuje poZadavky na vySetfeni PCR
(pracovisté s certifikatem jakosti die normy ISO 9001/2000).
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2. Laboratorni diagnostika Enfamoeba

histolytica: vysledky s diskusi

Metodu prikazu DNA jsme zavedli do rutinniho diagnostického
laboratorniho provozu dne 30.3.2005 a do 20.8.2005 bylo vySetfeno 11
vzorkl cyst od 7 pacientil.

DNA nepatogenni Entamoeba histolytica var.dispar byla prokazana ve
tfech vzorcich stolice od dvou pacientd. DNA patogenni Entamoeba
histolytica nebyla nalezena.

Ovéfeni specificity vysledkd detekce DNA Entamoeba histolytica/dispar.
nebyla zaznamenana nespecificky pozitivni (zkfizena) reakce s lodamoeba
biitschlii, Endolimax nana, Entamoeba Hartmanii a Giardia lamblia (prvoci
nejéastéji urtovani ve stolici pacientl, resp. u osob vracejicich se ze

zahranici).

Laboratorni kazuistiky vy$etfenych pacientl

Pacient ¢. 1 |

Muz, vék 29 let, pobyt v Rusku, prvni vzorek stolice a krve vysetfen po
navratu ze zahranidi pro opakované zazivaci potiZze provazene prujmovitou
stolici:

25.7.2005 Giardia lamblia (nalezeny cysty). Plasmodia v krvi neprokazana.
27.7.2005 Giardia lamblia (cysty)

3.8.2005 ve stolici nalezeny cysty susp. Pro E. histolytica, cysty ze stolice
byly upraveny pro detekci DNA a 11.8. 2005 byla prokazana DNA
nepatogenni Enfamoeba histolytica /dispar.

22.8.2005 — pfi kontrolnim vysetfeni stolice po lécbé nebyly morfoiogicky
prokézany cystické Utvary susp. pro urované stfevni prvoky. Pacient iz

neudava klinické obtize.

Pacient €. 2
Muz, v8k 57 let, pobyt v Indii, vzorky stolice a krve byly vySetieny v ramci

prevence:
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19.5.2005 ve stolici nalezeny cystické Utvary?, mozna susp. kvasinky?
Nalez jsme ové&fili metodou PCR. DNA E. histolytica/dispar nebyla
prokazana.

19.5.2005 Plasmodia v krvi nebyla nalezena.

Pacient €. 3
Muz, vék 32, navrat z Indie, preventivni parazitologické vySetieni:
13.5.2005 vySetfenim krve nebyla prokédzana malarické plasmodia
18.5.2005 byly nalezeny ve stolici cysty Endolimax nana
20.5.2005 ve stolici byly nalezeny cysty Endolimax nana a podezielé
cystické utvary susp. pro Entamoeba histolyticaldispar o velikosti 9-10.
26.5.2005 metodou PCR nebyIa" z podezielych cystickych Utvard
detekovana DNA E. histolyticaldispar.

Vysledek byl uzavien jako nalez nepatogenni Entamoeba Hartmanii.

Pacient €. 4

MuZ, 31 let, pobyt v Brazilii, vy$etieni stolice a krve provedeno vramci
prevence:

3.5.2005 vysetiena krev — Plasmodia neprokazana

11.5.2005 ve stolici byly nalezeny cystické utvary o velikosti mensi nez 10y
— susp. pro Entamoeba Hartmanil.

25.5.2005 DNA Entamoeba histolyticaldispar neprokéazana

Pacient €. 5

MuZ, 60 let, pobyt v Indonesii, vzhledem ke skuteCnosti, Zze pacient udaval
po navratu mirné dyspepticke obtiie, bylo parazitologické vySetieni stolice
provedeno 4x.

Od 30.3.2005 do 29.4.2005 byl od pacienta 4x morfologicky ve stolici
prokdzan Endolimax nana. Kovéfeni nalezu jsme provedli 2x PCR ze
stejnych vzork(. DNA E. histolyticaldispar nebyla prokézana. Dyspeptickée
obtiZze v priibéhu 14 dnl vymizely bez |éCby.

Pacient €. 6
Muz, 42 rok(, pobyt v Brazilii, preventivni parazitologické vySetfeni vzorka

stolice:
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11.4.2005 byly ve vzorku stolice nalezeny susp. cystické Utvary
15.4.2005 metodou PCR byla detekovana DNA nepatogenni

E. histolytica/dispar. |

25.4.2005 byly opét nalezeny ve stolici susp. cystické utvary
30.4.2005 metodou PCR byla opét detekovana DNA nepatogenni
E. histolytica/dispar.

Pacient €. 7
Muz, 29 let, vySetfeni stolice jsou provedena pro opakované intenzivni
prijmy po navratu z Jizni Afriky.
Vterminu od 9.4. do 25.4.2005 byly morfologicky ve tfech odliSnych
vzorcich stolice prokazany lodamoeba blitschlii, Endolimax nana a Giardia
famblia.

Ze stejnych tii vzork( stolice nebyla detekovana metodou PCR DNA E.
histolytica/dispar.

20.5.2005 pii morfologickém vyéetFeni stolice po doken&eni lechy jiz
nebyli prokazani stfevni prvoci: fodamoeba biitschlii, Endolimax nana ani

Giardia lamblia. Pacient bez klinickych obtiZi.

Pacient €. 8
Muz, 24 let, v fijnu roku 2003 a v lednu a Gnoru 2004 pracoval jako monter
v Indii. V prib&hu pobytu, v tnoru 2004, prodélal prijmové onemocnéni.

Od 28.4.2004 udava bolesti v pravém podZebfi s propagaci do zad a
teploty 38-39 °C. | pfes intenzivni antibiotickou terapii (Amoxiklav,
Gentamycin, Deoxymykoin) pretrvavaly teploty a prijem. CT vySetfeni jater
prokazalo nalez dvou abscesl velikosti asi 9a 7 cm v priméru.

5.5.2004 byl pacient v septickém stavu pfelozen na infekéni Kkliniku
v Hradci Kralové a odtud na chirurgickou kliniku k operacnimu feseni. Jesté
tyz den byla provedena drenaz (pod zajisténim ATB a Entizolu) obou
amébovych jaternich absces.

Dne 7.5.2004 byla pro pretrvavajici septicky stav provedena operacni
revize a daldf drenaZz. Byla potvrzena peritonitida a nalez dalSiho

subfrenického abscesu.

89



Dne 7.5.2004 potvrzena v NRL pro tropické parazitarni nemoci v Praze
sérologicky infekce Entamoeba histolytica: HIT 1:256 a ELISA 1:4 096 (silné
pozitivni).

Zavér: pacient byl po mésicni hospitalizaci na infekéni klinice FN v Hradci
Kralové propustén do domaciho oSetfeni ve stabilizovaném stavu.
Rekonvalescence pacienta po probéhlé téZké extraintestinalni forme

amébozy trvala priblizné 1 rok.

Vvznam PCR v diagnostice amebdzy

Stale se zvysujici pocet osob cestujicich do oblasti tropl a subtropd
pfinasi vys8i naroky na parazitologickou laboratorni diagnostiku vcetné
diagnostiky stievnich prvokd.

Entamoeba histolytica zahrnuje dva morfologicky identické parazity, a to
invazivni E. histolytica (patogenni) a neinvazivni E. dispar (nepatogenni).
Rozliseni obou forem prvoka je nezbytné z divodld diagnostickych a
terapeutickych. Rivera a kol. 1999 (109) uvadi celosvétovy vyskyt
E. histolytica u 500 milion osob, .ovéem pouze 10% z toho, to je 50 milion
pfipada na patogenni E. histolytica a zbyvajicich 80 % je nepatogenni
Entamoeba dispar. 1 kdyZz soubor vysetfenych vzorkl stolic (prikaz DNA
améb) na nasem pracovisti je dosud velmi maly, nebof metoda byla
zavedena vbfeznu roku 2005, prvni vysiedky naznaluji, Ze vyskyt
nepatogenni Entamoeba dispar bude znacéné pfevySovat prikaz patogenni
améby. Pfedpoklad podporuji i nalezy polskych autori (95), ktefi prokazali
pfitomnost E. histolytica sensu lato ve stolici (mikroskopicky, PCR a
sérologicky - IHA) u 0,19% osob, které nikdy necestovaly za hranice Polska
a u 0,63% Polakd s udavanym pobytem v zahrani¢i. V souboru 38 vzork
stolic Myjak a kol. (95) nalezli pouze 4 patogenni E. histolytica, 31
nepatogennich E. dispar a 2 smiené infekce.

Pobyt v oblastech tropli a subtropll vyrazné zvySuje riziko infekce
patogennimi stievnimi amébami. Kubansti autofi (98) uvadéji v souboru 49
vySetfenych osob zijicich trvale na Kubé nalez 24,5 % patogenni
E. histolytica a 75,5% nepatogenni E. dispar. K vysetfeni pouZili metodu

multiplex PCR, u niZ uvadéji specificitu 1,00 a senzitivitu 0,94. Soubor v nasi
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laboratofi dosud vySetfenych vzorkd je vsouCasné dobé pfilis maly na
posouzeni obou vy$e uvedenych ukazatell, ale dosavadni vysledky ukazuji
dostate¢nou specificitu i senzitivitu.

Vysledky zahrani€nich autordi a nami vySe popsany pfipad tézké
extraintestinalni formy amébodzy u pacienta uvedeného pod Cislem 8, vedi
k urychlenému zavedeni pfimého prikazu DNA Enfamoeba histolytica a
Entamoeba dispar na nadem pracovisti. Metoda ELISA neni k rozligeni
Entamoeba histolytica a Entamoeba dispar podle nékterych autoru (109)
dostateéné citliva a proto doporucuji detekci DNA metodou PCR.

z ekonomickych dlvod( protoZe jsou vySetfovany jednotlivé vzorky od
pacientd dle poZadavki( klinik(. Vychozim materidlem pro izolaci DNA
k piipravé vlastni modifikace metody PCR byl obsah jaternich abscesu
ziskanych ze zavedenych drend.

biologickych material(i, nebot je zda obsaZeno velké mnozstvi inhibitorG. Pro
zvydeni senzitivity nami zavadéné metody jsme se pokusili zvysit poCet
prvokil (pfedevsim cyst) ve vzorku pfipraveném kK izolaci DNA. Nejprve jsme
provedli koncentraci metodou dle Fausta a poté k eliminaci piipadnych
inhibitoril trojnasobné promyvani fyziologickym roztokem. Vysetfeny soubor
je dosud velmi maly, ale pfesto jsme zatim nezaznamenali Zadnou inhibici
PCR reakce.

Metoda PCR je vyhodna také z diivodu, Ze DNA Ize izolovat i z obsahu
suspektnich abscesul obsahujicich jiz pouze rozpadlé améby a potvrdit tak
rychle diagndzu extraintestinalni amébézy, i kdyz mikroskopicky v téchto
pfipadech nelze v bunééném detritu (napf. material z drenu) intaktni améby
prokazat.

Rychly a specificky priikaz DNA a rozli$eni améb Entamoeba histolytica
sensu lato ve stolici povazuieme za dilleZité pfedev8im z hlediska vCasné
lé&by intestinalni formy onemocnéni, abychom tak pfedesli invazi améb do

extraintestinalnich organl a vzniku infekce se zavaznym pribéhem.
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3. Laboratorni diagnostika patogennich

Leptospir: vysledky s diskusi

V parazitologické laboratofi Ustavu Klinické mikrobiologie je provadéna

sérologicka laboratorni diagnostika leptospirovych infekci metodou
mikroaglutinace-lyza pro Hradecky a Pardubicky kraj a pro &ast kraje
Vysodina. V tabulce &. 11 je uveden prehled pozitivnich vysledkl detekce
protilatek proti sérovarim patogennich leptospir od roku 1998 az do konce
prvniho pololeti roku 2005. Néktefi pacienti reagovali v reakci MAL s vice
kmeny leptospir (zkfizené reakce) a proto pocet pozitivnich pacientl

neodpovida poctu reakci s jednotlivymi kmeny.

Tab. 11 Pozitivni sérologické nalezy v testu mikroaglutinace-lyza (MAL)

Celkem

Kmeny 1.12.3.14.15.16.\7. /8 vySetfeno pozi:ﬁrnich nenﬁggﬁ;ch
1999 010|0|0.0| 785 0,38 3
2000 2 4 210|10[110 713 0,84 6
2001 31128(12(12|8|9(1|2| 922 4,66 43
2002 12(10{11(11|5(8{4 (0| 1012 247 25
2003 121 9 316|132 773 2,19 17
2004 4 110:0(0| 681 1,62 11
1.pol.2005| 3 | 3 0/0|0|0]| 288 2,08 6
Vysvetlivky:

kmen €. 1 = L. icterohaemorrhagiae FrySava

kmen €. 2 = L. copenhageni L.ebe
kmen €. 3 = L. grippotyphosa P 125
kmen &. 4 = L. grippotyphosa Z 6
kmen ¢C. 5 = L. sgjroe

kmen €. 6 = L. istrica J 20,

kmen €. 7 = L. bratislava Jez

kmen &. 8 = L. pomona Simon
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Od prosince roku 2002 jsme do rutinni laboratorni diagnostiky zavedli
metodu polymerazové fetézové reakce pro detekci DNA patogennich
leptospir genomospecies L. interrogans, L. borgpetersenii a L. kirschneri.

V tabulce 12 je uveden pfehled biologickych materiali vy$etfenych od
prosince roku 2002 do konce cervna roku 2005. Celkem bylo vySetieno
metodou PCR k detekci DNA patogennich leptospir 166 vzorkd biologického
materialu od 110 osob (muzi n = 62, Zeny n = 48). V&k vySetienych osob:

0 - 82, (median 32, primér: 35,5 rokil).

V souboru vysetfenych osob je zafazen i jeden novorozenec matky

s podezienim na leptospirézu v obdobi porodu, které bylo pozdéji potvrzeno

sérologicky.

Tab. 12 Prehled vzorkid biologického materialu osob
vySetienych metodou PCR

Plazma 75
Mo¢ 70
Likvor 17
BAL 3
Biopsie uzliny 1
Vzork( celkem:. 166
VysSetfené osoby celkem: 110

V nasledujici tabulce ¢. 13 je pfehled vysledkil detekce DNA patogennich
leptospir metodou PCR v biologickych materidlech od pacientd.

Tab. 13 Vysledky detekce DNA patogennich leptospir metodou PCR

Biologicky material Pcczllgftre“' PCR pozitivni | PCR negativni
plazma 75 2 73
Moé 70 4 66
Likvor 17 0 17
BAL 3 1 2
biopsie uzlin 1 0 1
Celkem 166 7 159

Vysvétlivky: BAL= bronchoalveolarni lavaz
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Kazuistika €. 1

Pacient, muz, v&k 29 let, byl hospitalizovan pro horeSnaty stav, kasel a
progredujici dudnost, pro kterou byla zahdjena fizena plicni ventilace.
Vtydnu pfed hospitalizaci udava subfebrilie, bolesti hiavy, popisuje
,chiipkové* onemocnéni. V den hospitalizace 27.5.2005 byly odebrany
vzorky krve, mo&i a bronchoalveolarni lavdZze na vySetfeni pro suspekini

leptospirézu a zahajena lécba antibiotiky (Augmentin, Klacid).

Tab. 14 Vysledky vy$etfeni biol. materialll odebranych dne 27.5.2005

Biologicky |PCR PCR Kultivace Sérologické
material G1/G2 'B64 I/l |27.5.-3.6. vysetieni MAL

BAL POZ NEG |kontaminace
Plazma POZ NEG POZ NEG kmeny 1-8
Moéd POZ NEG |kontaminace

Pro sledovani vyvoje onemocnéni z hiediska laboratorni diagnostiky byly
odebirany stejné biologické vzorky s odstupem 3 az 7 dni. Vysledky
laboratornich testl z jednotlivych odbérl jsou popsany v tabulkéach 14 — 16.

Tab. 15 Biologické materialy odebrané 1.6.2005

Biologicky |PCR |PCR Kultivace Sérologicke
material |G1/G2 |B64 I/ 1.6. - 8.6. vySetieni MAL
BAL NEG NEG NEG

Kmen ¢&.1=1:400
Plazma NEG NEG NEG Kmen ¢.2=1:200
Kmeny &. 3 - 11 NEG

Mo¢ NEG NEG NEG
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Tab. 16 Biologické materialy odebrané 3.6.2005

Biologicky |PCR |PCR Kultivace Sérologické
material |G1/G2 |B64 I/l 3.6 -10.6. |vySetfeni MAL
BAL NEG | NEG NEG

Kmené.1=1:1600
Plazma NEG NEG NEG Kmendc¢.2=1: 800
Kmeny ¢. 3 - 11 NEG

Mo¢& NEG NEG NEG

Vysledky PCR reakci pro detekci DNA patogennich leptospir byly ze dne
1.6. a 3.6. 2005 opakované negativni a dochazi k vzestupu titru protilatek

proti sérovarim L. icterohaemorrhagiae FrySava a L. copenhageni Lebe,
proto bylo dne 9.6. a 16.6. odebrano jiz pouze krevni sérum ke sledovani
vzestupu titru protilatek.

V krevnim séru pacienta odebraném dne 9.6. 2005 byl zaznamenan dalsi
vzestup protilatek proti sérovaru L. icterohaemorrhagiae FrySava (1 : 3 200)
a sérovaru L. copenhageni Lebe (1:1 600). Ostatni sledované sérovary 3-11
byly negativni.

Dne 16.6.2005 bylo odebrano opét krevni sérum pro reakci MAL
s nasledujicim vysledkem: sérovar L. icterohaemorrhagiae FrySava 1. 6 400
a sérovar L. copenhageni Lebe 1 : 1 600.

Posledni kontrolni vysetfeni bylo provedeno dne 23.6.2005. kdy byla

odebrana moé na PCR a kultivaci a krevni sérum pro reakci MAL. Vysledky
PCR i kultivace ( 23.6. — 1.7.) byly negativni a v reakci MAL bylo dosazeno
titri: Leptospira icterohaemorrhagiae FrySava 1 : 6 400 a Leptospira

copenhageni Lebe 1 : 3 200.
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Kazuistika ¢. 2

Muz 25 rokl, pfijat dne 21.8.2002 na interni oddéleni okresni nemocnice
s anamnézou tyden trvajicich chfipkovych pfiznakl, horecky s tfesavkou,
postupné nastava silny kasel s expektoraci Ziutych hleni, pozdéji s hojnou
piimési krve, hemoptyza a dudnost. Byla stanovena diagnéza: tézka
pneumonitida — ,respiratory distress syndrom” (fizena plicni ventilace 28
dnu), aseptickd meningitida, ,hepatitis — like syndrom®, akutni parainfekéni
intersticialni nefritida, vaskulopatie s hemoragickou diatézou, disseminovana
intravaskularni koagulopatie s vyraznou intravaskularni hemolyzou.

Pfi prijeti dominovaly pfiznaky “atypické pneumonie®, a proto sluZbu
konajici  lékaf zahdjil ihned intraven6zni terapii antibiotiky: nejdfive
Augmentin a Klacid, pozdé&ji (rozvoj nozokomiaini infekce) Ciprofloxacin,
Cefotaxim, Kolimicin a Vankomycin.

21.9. (v den pfijeti) byly odebrany ¢etné vzorky pro laboratorni vySetfeni a

rovnéZ pro sérologické vySetfeni na pfitomnost protilatek proti patogennim
leptospiram. Vysledky reakce MAL:

1. sérovar L. icterohaemorrhagiae FrySava 1 : 1 600

2. sérovar L. copenhageniLebe 1:100

Na zakladé vysledkl byla stanovena diagnéza: Weilova nemoc.

24.9.2002 byly po domluvé s oSetfujicim Iékafem odebrany vzorky
biologickych materidll (krevni plazma, BAL, likvor a moc) k testovani
piitomnosti DNA patogennich leptospir (v ramci zavadéni metody). Vysledky
PCR vysetieni uvedenych materiali byly negativni.
27.9.2002 jsme opét vyseffili krevni sérum reakci MAL na pfitomnost
protilatek proti patogennim leptospiram s nasledujicim vysiedkem:

1. sérovar L. icterohaemorrhagiae FrySava 1: 3 200

2. sérovar L. copenhagenil.ebe 1200
8.10.2002 vysledky reakce MAL:

1. sérovar L. icterohaemorrhagiae FrySava 1 : 6 400

2. sérovar L. copenhageni Lebe 1400

Po 32 dni trvajici hospitalizaci propu$tén z nemocnice.
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Kazuistika ¢, 3

Pacient, muz, v&k 52 let byl pfijat dne 30.8.2004 na pracovisté
resuscitace a intenzivni péce fakultni nemocnice s multiorganovym
selhavanim, po né&kolik dnl trvajicim febrilnim stavu se zhorSujici se funkci
respiraéniho systému, renalnich funkci, s pfiznaky postizeni CNS (pacient
predchozi dny odmital hospitalizaci). Pfi pfijeti odebrany vzorky biologickych

materiall véetnd krevni plazmy a moéi k vySetfeni na pfitomnost DNA

patogennich leptospir metodou PCR.

Pfi prijeti dne 30.8.2004 bylo rovnéz odebréno krevni serum pro
provedeni reakce MAL. Vysledek byl se viemi 11 kmeny, vCetné sérovard
L. icterohaemortrhagiae Fry$ava a L. copenhageni Lebe, negativni.

Dne 31.8.2004 — vysledky PCR reakce véetné popisu jsou demonstrovany

na nasledujici fotografii. Byla prokazana DNA patogennich leptospir v krevni
plazm& a vmoéi pacienta. Reakce je pfi srovnani intenzity vybarveni
pozitivni kontroly (cca 200 leptospir/iml) a DNA izolované od pacienta,
nejvyraznéjsi v krevni plazmé pacienta.

Dne 1.9.2004 - i pfes intenzivni adekvatni antibiotickou a podpurnou terapii

pacient zemfel (Morbus Weili, multiorgdnoveé selhani).

B64-I/11

’
1 234 M5 67 8

<

ysvétlivky:
plazma — pozitivni
mo¢ — pozitivni
pozitivni kontrola = DNA cca 200 leptospir sérovar L. icterohaemorrhagiae
FrySava
negativni kontrola = destilovana voda

OGN —

I
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M marker a 50 bp

plazma — negativni

mo¢ — negativni

pozitivni kontrola = DNA cca 120 leptospir L. grippotyphosa P 125
negativni kontrola

O~

Vzhiedem k obtiZim pii diagnostice leptospirdzy jsme v roce 2002 zavedli
do laboratorni praxe na spoledném pracovisti UKBD a UKM detekci DNA
patogennich leptospir metodou PCR. Zkusenosti, které jsme do soucsne
doby ziskali potvrzuji, v souladu s nékterymi literarnimi zdroji (17, 24), ze
vysledek laboratorniho vysetfeni PCR metodou je limitovan nejen klinickou
indikaci, ale také dodrZzenim spravného postupu pfi odbéru biclogického
materialu. Pro pfimy prikaz leptospir metodou PCR je dileZité odebirat
(pokud lze podminku dodrzet) vdechny typy vzorki pied zahajenim
antibiotické terapie.

V nasich vysledcich kazuistiky €. 1, které jsou uvedeny v tabulkach C.
14, 15 a 16 mizeme sledovat postupny vzestup titru protilatek proti
sérovariim L. icterohaemorrhagiae FrySava a L. copenhageni Lebe.

Tabulka &. 14 uvadi pozitivni vysledky PCR reakce ve vSech tfech typech
biologickych materiald (BAL, plazma, mog) od pacienta v dobé, kdy reakce
mikroaglutinace lyzy pro prikaz protilatek byla negativni. Vysledky v tabulce
&. 15 dokumentuji, Zze po Ctyfech dnech (€inné antibioticke terapie jiz neize
DNA patogennich leptospir detekovat, pfitemz vysledek sérologického
vySetfeni je na hranici pozitivity (titry 1:200; 1:400). Casovy interval po
nékolika dnech antibiotické terapie mizeme z hlediska stanoveni laboratorni
diagnbzy povazovat za znané problémovy, nebot DNA jiz nelze prokazat a
specifické imunogiobuliny se teprve zadinaji tvofit. V téchto pfipadech
(,hranicni titry protilatek®) pii negativnim vysledku detekce DNA patogennich
leptospir je tfieba, s odstupem nékolika dnl sérologické vySetreni opakovat.

Bakteriemie pfi leptospirdze nastava za 3-8 dni po proniknuti leptospir do
organismu hostitele, kdy se leptospiry vyskytuji pfedev8im v plazme a
postupné pfechazeji do ledvin, popfipade i do likvoru.

Podezieni na leptospirézu u &lovéka vznika pfi prudce se rozvijejicim
horeénatém stavu provazeném tfesavkou, zimnici, bolestmi svalstva a hlavy,
zanétem  plic, hepatorenainim  postizenim,  krvacivymi  projevy,

gastrointestinalnimi potiZzemi, konjunktivitidou a dalSimi pfiznaky.
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Na pocatku hore¢natého obdobi, ve stadiu bakteriemie, je doporuCovan
pfedevdim odbér krevni plazmy na pfimou detekci DNA patogennich
leptospir metodou PCR a popfipadé kultivaci. Pfi pfiznacich meningitidy je
mozné pokusit se o prikaz DNA Leptospira sp. pfimo z likvoru k objasnéni
etiologie infekce. Podezfeni na renalni postizeni leptospirového plvodu
potvrdi nebo vylouci PCR vySetfeni moci odebrané koncem prvniho tydne
onemocnéni, kdy lze odekavat prinik leptospir do ledvin. Suspekini
leptospirovou pneumonii miZe potvrdit vySetfeni bronchoalveolarni lavaze
metodou PCR (90,123).

Uspé&snost pfimého laboratorntho prilkazu leptospir v klinickém
materidlu zavisi do znaéné miry i na tom, zda se podafi odebrat material
jesté pred zahajenim 1écby antibiotiky nebo alespor v jejim zacCatku. Jestlize
material neni moZné odebrat pied nasazenim terapie antibiotiky a ihned
odeslat ke zpracovani do laboratofe (vikend a podobné), odebereme vzorky
ve vét§im mnozZstvi a uloZime na nezbytné nutnou dobu v chladnitce tak,
aby doba od odbéru do izolace DNA nepiekrocila 48 hodin. Vzhledem ke
skute¢nosti, Ze nelze pfesné odhadnout, zda je pacient jeSté v obdobi
bakteriemie nebo jiZ leptospiry vymizely z krevniho ob&hu a vyluCuji se
pouze modi, doporutujeme soucasné odbér nesrazlivé krve i moli na
prikaz DNA metodou PCR. Protoze metoda PCR prokazuje piitomnost
DNA patogennich leptospir bez stanoveni sérovaru, je k urCeni konkrétniho
plvodce tfeba provést jesté sérologické vysetfeni, které je nutné z divod
epidemiologickych. V pribéhu antibiotické terapie je vhodny prilkaz infekce
pomoci vysetieni specifickych protilatek, kdy by mél byt respektovan odbér
dvou vzork(: séra ziskanych s odstupem pfiblizné 2-3 tydny. Vzestup nebo
pokles titru protilatek informuje jednak o vyvoji onemocnéni, a jednak
soucasné potvrdi vysledky pfimého prikazu plvodce.

V tabulce &. 11 jsou uvedeny sérologické prukazy leptospirovych infekci
ve spadové oblasti nasi laboratofe, jejichz poCet je vyS88i nez
celorepublikovy primér. DileZitym faktorem vy$3iho poctu u nas laboratorné
diagnostikovanych leptospirdéz (vice nez pétinasobny vzestup v roce 2001
oproti pfedchozim rokiim) je skuteCnost, Zze vroce 2000 byla oblast
severovychodnich Cech postiZena rozsahlymi povodnémi. Vy$§i zachytnost

z(stava i v dalSich letech, coz souvisi patmé i se skuteCnosti, ze od roku
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2001 kazdy suspektni nalez (i podhranicni titry profilatek) ovefujeme ve
spolupraci s klinickym pracovistém a eventualné dopliiujeme vySetienim
PCR. Nase pozorovani potvrzuje skutecnost, Ze v pocatcich onemocnéni
jsou protilatky zjistované metodou MAL ¢&asto na hranici prikaznosti.
Opakované sérologické vySetfeni v mnoha pfipadech potvrdi diagndzu
leptospir6zy (90,134,136).

Rada zahraniSnich autorl popisuje prvni klinické pfiznaky Weilovy
nemoci jako horecku s hemoragickymi projevy a dominujicimi  pfiznaky
hepatorenalniho postifeni (67,87,116,129). Casty je oviem i zagatek
onemocn&ni se zavaZnymi pfiznaky postizeni respiradniho systému az
rozvojem t&zké pneumonitidy (,respiratory distress syndrom®). Pfi prvnich
klinickych vySetfenich byva postizeni plic diagnostikovano jako atypicka
pneumonie. Rychle v8ak dochazi k rozvoji respiragni insuficience, takZe
gasto je nutné zavést umélou plicni ventilaci (23,90,115,123). Popisy
pfipadl  vybranych znaSeho souboru pacientd demonstruji nutnost
pomyslet na onemocnéni leptospirdézou pfi rychle se rozvijejici respiracni
insuficienci provazené horeckou nebot v&as neléCena infekce konci asi v 5-
10% pfipadu fatalné.

Po probéhlém onemocnéni leptospirdézou popisuji néktefi autofi vyskyt
postizeni oka formou pro leptospirdzu typické uveitidy (107,108).
K vylougeni pozdnich nasledkl po leptospiréze bylo proto u nasich pacientd,
po propudténi do domaciho odetfeni, doporuteno nasledné sledovani ocnim
lékafem.

Onemocnéni leptospirézou je rozSifeno po celém svéte, Castgji
v tropickych a subtropickych oblastech. Prace ve vlhkém a hlodavci
kontaminovaném prostiedi, rozvoj turistiky, provozovani sportil v extrémnich
podminkach, Zivelné pohromy a dalsi faktory zvySuji moznost vzniku infekce
i v nasi populaci.

Na zakladé vlastnich zkuSenosti laboratorniho pracovnika uzaviram
dizertacni praci konstatovanim, Ze =zavedeni dostateCné citlivych a
spolehlivych laboratornich metod je pro stanoveni diagnézy nejen

leptospirovych, ale i daidich infekci nezbytné.
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ZAVERY PRO PRAXI

1. Molekularni biologické metody na bazi polymerazové fetézove reakce
maji nezastupitelné misto v mikrobiologickych laboratofich pfii
diagnostice infek&nich onemocnéni. Laboratorni i klinické vysledky
experimentalni asti dizertacni prace potvrdily pfedpoklad, Ze detekce
DNA patogenniho mikroorganismu je ve vétsiné piipad( dikazem pravé
probihajici nebo nedévno probéhlé infekce. Nespornou vyhodou
molekularnich biologickych metod je rychiost provedeni a vysoka
senzitivita a specificita reakce. Po strance ekonomicke vyZaduji
molekularni genetické metody pfedevdim vysoké naklady na stavebni a
piistrojové vybaveni laboratofi. Laboratofe a pfistroje vSak mohou byt
vyuzivany pro identifikace nukleovych kyselin celého spektra obtizné

kultivovatelnych mikroorganismu (virQ, bakterii, protozoi).

2. Pfimy prikaz DNA prvoka Toxoplasma gondii je vyznamny
predevaim pro rizikové kategorie pacientd: plod gravidni Zeny, pacienti
s imunosupresi, pacienti s atypickym, pfipadné se zavaznym prab&éhem
toxoplazmézy a novorozenci s podezienim na  kongenitalni
toxoplazmézu. Pro rizikové pacienty je stanoveni rychlé diagndzy
pfedpokladem Gginné a vdasné létby toxoplazmdzy a prevenci
moznych komplikaci. Vyrazné imunosuprimovanou a tedy ohroZenou
skupinou osob jsou pacienti po transplantaci organi i bunék (prikaz
DNA T. gondii v autolognich progenitorovych buikach). ZkuSenosti
publikované zahraniénimi i nadimi autory potvrzuji, Ze poskozeni plodu
kongenitalni toxoplazmézou je ¢astgjsi nez jinymi infekénimi agens
(rubeola, lues, herpes simplex a dalsi). Rozsifeni toxoplazmézy u nas
je zfejmé& podobné jako ve Francii, kde probiha povinné preventivni
sérologické vySetfovani téhotnych Zen, které je v piipadé pozitivity

markerG akutni infekce (IgM, IgA, IgE) doporutovano konfirmovat
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detekci DNA T. gondii. Domnivame se proto, ze podobny systém

vySetfeni gravidnich Zen by mohl byt pfinosny i v Ceské republice.

3. Rychld a relativné jednoducha metoda detekce DNA a rozliseni
patogenni Entamoeba histolytica a nepatogenni Entamoeba dispar
pfedstavuje moznost vEasné diagnostiky nebezpetného puvodce
amébové dyzentérie. Piesné stanoveni diagnézy je vyznamné zviaste u
osob, které pobyvaly v oblastech tropl a subtropl, kde jsou tito pavodci
velmi rozsifeni. Vdéasna detekce piitomnosti patogenniho prvoka
Entamoeba histolytica ve stfevé pledejde mozZné invazi ameéby do

dalich organi a vzniku extraintestinaini formy onemocneéni.

4. Prikaz DNA patogennich leptospir - sérovarl Leptospira species
vyskytujicich se na nagem Uzemi metodou PCR je vyznamny z hiediska
klinického i epidemiologického. VEasna diagnostika leptospir6z u Cloveéka
je komplikovana, nebot na poc¢atku onemocnéni se vyskytuje tzv.
,diagnostické okno*, kdy sérologickymi metodami nelze pfiblizné 7-10
dnil detekovat protilatky. Pravé v tomto obdobi je stanoveni diagnozy pro
pacienta a jeho 16&bu nezbytné. NaSe vysledky prokazuji, Ze spravné
aplikované vySetfeni biologického materialu metodou PCR muze
diagnostiku leptospirézy urychlit a v pfipadé pozitivniho vysledku
diagnézu jednoznaéné potvrdit. Z divodd epidemiologickych je nutné

vySetfeni PCR dopinit uréenim jednotlivych sérovaru leptospir.

5. Vysledky dizertaéni prace jsem zpracovala do 8 sdéleni v recenzovanych
mikrobiologickych a lékafskych Casopisech a pfednesla na
Mezinarodnim mikrobiologickém sjezdu v Brné (2004) i na |. International
Conference on Environmental Industrial and Applied Microbiology,
Badajoz, Spain (2005). Pribézné je o vysledcich a jejich vyznamu pro
diagnostiku toxoplazmézy informovano kazdoroéné formou pfednasek na

Konzultadnim dnu NRL pro toxopiazmoézu v Praze.
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