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1. Uvod

Usek parazitologie ve velkych nemocniénich zafizenich v nasi republice
zgjiStuje traditné diagnostiku parazitdmich onemocnéni i infekci
zplGsobenych plvodci, ktefi podle systematického zafazeni v lékaiské
mikrobiologii do parazitologie nepatfi. Pfi rozhodovani, kterym infekénim
agens budu pfi zavadéni molekuldmich biologickych metod vénovat
pozornost predevsim, jsem se pfiklonila k nazoru, Ze rozhodujici budou
pozadavky klinickych pracovist. V pribéhu 5 let jsme spole¢né s isekem
molekularnich biologickych metod (laboratofi pro extrahumanni genom)
Ustavu klinické a biochemické diagnostiky Fakultni nemocnice v Hradci
Krélové pfipravili, experimentalné ovéfili a zavedli do rutinniho laboratorniho
provozu metodu polymeréazové Fetézové reakce pro detekci DNA Toxoplasma
gondii, pro detekci DNA patogennich sérovarl Leptospira species a pro
rozliSeni patogenni a nepatogenni formy Entamoeba histolytica.

Obsahem dizertaéni prace je popis experimentl, které vedly k vytvofeni
novych metodickych postupl na nasem pracovisti, prezentace vysledkl
testovanych soubor(i vzorkd, véetné diskuse a zavérd, které jsme ziskali po
zhodnoceni laboratornich  vysledkl i klinickych nalezl v diagnostice
toxoplazmézy, infekci vyvolanych patogennimi leptospirami a patogennimi
amébami Entamoeba histolytica.

2. Soucasny stav sledované problematiky

Ptimy prikaz infekéniho agens pomoci molekularnich biologickych metod
je zalozen na vybéru specifického Useku nukleové kyseliny mikroorganismu
s takovym pofadim bazi, které je pro hledaného plivodce typické. Pfitomnost
specifického Useku nukleové kyseliny v biologickém materidlu od pacienta Ize
povazovat za prikaz pfisluéného mikroorganismu. V mikrobiologické
laboratorni diagnostice je jednou znejCastéji pouzivanych metod tzv.
polymerazova fetézova reakce (PCR), ktera byla popsana v roce 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 vy$etfenich a pfi sledovani ié¢by pacienta.

Bylo popséno velké mnozZstvi metodik, které jsou potencialné uZiteéné
v riznych diagnostickych situacich. Kazda z modifikaci PCR se odlisuje od
ostatnich v poZzadavcich na vzorek, v jeho pfipravé, v naroénosti provedeni i
v citlivosti a specificité metody. Vzhledem k mozZnostem piimého prikazu
DNA mikroorganism(l, které molekularni biologické metody poskytuji pro
laboratorni diagnostiku i u pomérné slozité detekovatelnych infekénich agens,
jako jsou Toxoplasma gondii, Entamoeba histolytica a v neposledni fadé
rovnéz patogenni leptospiry, jsme zavedli a standardizovali vySetfeni
metodou PCR u téchto patogent do rutinniho laboratoriho provozu.

Infekce parazitickym prvokem Toxoplasma gondii je ve svété a zfejmé& i u

nas jednou z nejCastéji se vyskytujicich parazitarnich nakaz. Poprvé byla
infekce Clovéka popsana vroce 1923 prazskym oénim Iékafem doktorem
Josefem Jankl u zemfelého ditéte s kongenitalnim hydrocefalem.
Toxoplasma gondii je typicky oportunni parazit, takze vétsina infekci ¢lovéka
probihd asymptomaticky nebo pod obrazem nespecifickych klinickych
piiznakll. Zavazné jsou predevéim intrauterinni infekce plodu ziskané
v gravidité (kongenitalni toxoplazméza), oéni formy toxoplazmézy a infekce
imunokompromitovanych jedinci (HIV pozitivni osoby ve stadiu rozvinuté
AIDS, pacienti s malignimi tumory, pacienti transplantovani a podobné).
Lidsky plod je intrauterinni infekci nejvice ohroZzen onemocnénim matky
v prvnim trimestru gravidity nebo kratce pfed otéhotnénim; velmi vzacné jsou
popisovany pfipady chronické toxoplazmézy nebo reinfekce matky a
nasledné onemocnéni plodu. Ve vysledcich studie publikované v roce 1998
v Norsku uvadi Jenum, Ze v souboru 35 940 vysetienych gravidnich Zen byla
kongenitalni infekce T. gondii zji§téna u 0,03% novorozencl. Lécolier v roce
1999 popisuje ve Francii potvrzeny vyskyt akutni toxoplazmézy v gravidité
okolo 0,5%. Vzhledem kpoétu asi 750 000 t&hotenstvi roéné a
piredpokladanému prostupu prvoka placentou, oéekava pfiblizné 500 — 1 500
pravdépodobnych pienosil toxoplazmové infekce z matky na plod. V Ceské
republice neni vysetfeni na toxoplazmézu v gravidité povinné a chybi tedy
epidemiologické (daje z celého Gzemi. Autofi studie publikované Pali¢kou
v roce 1998 konstatuji, Ze u zen s primoinfekci byl v uvedené studii prokazan



pfenos T. gondii na plod ve 49 % a uzaviraji, Ze ve skupiné sledované
populace (50 000 2Zen vokrese Karvind) bylo vdusledku nakazy
toxoplazmédzou poskozeno 2,25 %o téhotenstvi, z toho skonéilo spontannim
abortem 1,02%o a kongenitalni toxoplazmaézou 1,23%. pfipadt.
V laboratorni parazitologické diagnostice se k potvrzeni nebo vylouéeni
infekce T. gondii vyuZivaji nejéastéji metody sérologické (reakce vazby
komplementu, EIA testy pro jednotlivé tfidy protilatek — IgM, IgA, IgE, IgG a
test avidity 1gG). Metody pfimého priikazu plvodce zaloZené na infekci
tkanové kultury nebo vnimavého laboratorniho zvifete (bild my8) jsou ¢asové
i metodicky velmi néro€né a vysledek ziskame az za nékolik dni ¢i dokonce
tydna.

Vzhledem ke skute€nosti, Ze protildtky proti T. gondii pfetrvavaji
v organismu ¢&lovéka fadu meésicli a dokonce let, je vétSinou obtizné proces
¢asoveé ohranicit a stanovit, zda se je$té jedna o akutni toxoplazmézu nebo jiz
o pfetrvavajici protilatkovou odpovéd. Z dilvodl pomémé obtizné interpretace
vysledkl sérologickych vySetfeni u rdznych forem toxoplazmézy jsme
pfistoupili k zavedeni metody PCR pro prikaz DNA prvoka T. gondii
z klinického materialu.

Entamoeba histolytica je patogenni invazivni parazit, ktery se vyskytuje

pfedevdim v tropech a subtropech a jehoz morfologie je shodna s morfologii
nepatogenni Enfamoeba dispar. V b&zné laboratorni praxi nelze navzajem
ob& améby rozliSit. Faktory slouZici krozliSeni Entamoeba histolytica a
Entamoeba dispar od jinych druhG definoval v roce 1988 Neal a patfi k nim
pfedev8im morfologie, typ roziozeni chromatinu vjadfe, typ pohybu,
fyziologie, antigenni vlastnosti, DNA, variabilita izoenzym( a vnimavost viéi
[é€ivim. Laboratorni metody, kterymi lze ob& améby identifikovat jsou:
kultivace, ELISA testy, izoenzymova analyza, polymerazova fetézova reakce.

V Zivotnim cyklu prvoka se stfidaji dvé stadia: cysta (odolné stadium
schopné pfezivat v zevnim prostredi tydny i mésice) a stadium trofozoita
(vegetativni). Clovék je nakaZen pozfenim zralych &tyfjadernych cyst a ve
stfevé dochéazi k excystaci a dalimu vyvoji trofozoita. Piedpokiada se, Ze
k transformaci trofozoita v invazivni formu dochazi u E. histolytica stresovou
reakci na vlivy prostfedi: vykyvy teploty, zmény bakteridlni fléry, redox

potencialu, viivem chemickych latek, léiv apod. Invazivni forma trofozoita



(magna) napadé sliznici tlustého stfeva, zabiji jaderné buriky, pohlcuje
erytrocyty a mlze vyvolat tézké intestinalni a extraintestinaini formy amébézy.
Invaze mimo stfevni trakt je vzdy sekundami a predchéazi ji symptomaticka &i
asymptomaticka strevni infekce.

Diagnostika stfevni infekce E. hisfolytica je provadéna vy$etfenim stolice
nasledujicimi metodami: nativni preparat, koncentraéni metody (flotace dle
Fausta), barveny preparat, histologie, identifikace izoenzymovou analyzou a
detekce DNA prvoka polymerdzovou fetézovou reakci. Diagnostika
extraintestinalni formy infekce se provadi nejéastji prikazem protilatek a
v sou¢asné dobé také prilkazem DNA metodou polymerazové fetézové
reakce.

Leptospirové infekce zahrnuji velkou skupinu horeénatych onemocnéni

zvifat i Elovéka, vyvolanych spirdinimi bakteriemi zrodu Lepfospira (fad
Spirochaetales), které maji jedineénou bunéénou stavbu a jsou znaéné
odolné ve vnéj$im prostfedi. Leptospiry jsou obligatné aerobni bakterie
s pomérné dlouhou generaéni dobou a jejich kultivace z klinického materialu
je metodicky i Casové naro¢na. Obtizné se barvi b&znymi barvicimi
technikami; Castéji se proto v laboratorni diagnostice vyuziva mikroskopie
v zastinu nebo imunofluorescence a pro diagnostiku suspekini leptospirozy u
pacient( detekce protilatek z krevniho séra.

Infekce vyvolané leptospirami jsou pfenosné ze zvifat na ¢&lovéka
(zoondzy) a onemocnéni je v uréitych piirodnich ohniscich rozsifeno prakticky
po celém svété. Hlavnimi rezervodry infekce jsou hlodavci, ale i néktera
domaci zvitata. Clovék se infikuje kontaminovanou vodou, potravou, jinymi
vihkymi substraty, popf. pfi oSetfovani nemocnych zvifat. Vyznamnym
epidemiologickym faktorem je skuteénost, Ze leptospiry jsou schopné pronikat
i neporusenou pokozkou a sliznicemi. Onemocnéni mize probihat pod
obrazem ,lehkého virového onemocnéni® az po tézky priibé&h s  respiratory
distres syndromem®, hepatorenalnim selhanim a celkovym metabolickym
rozvratem (Weilova nemoc).

Taxonomie rodu Leptospira prodélala v poslednich letech znaény vyvoj a
v soucasné dobé se rod Leptospira déli na zakladé genové analyzy na 17
genomospecies. Dal$i déleni je komplikované, nebot genetickd taxonomie
neni shodnd staxonomii sérologickou. Vroce 2005 uvadi Dario, R.



{Leptospira Reference Laboratory) 21 séroskupin leptospir, které se dale
Cleni na jednotlivé sérovary, jichzZ bylo popsano uz pfes 300.

V Ceské republice byly dosud izolovany u Clovéka nasledujici sérovary
leptospir: L.icterohaemorrhagiae, L.grippotyphosa, L.copenhageni, L.sejroe,
L.pomona, L.sorex-jalnd, L.canicola, L.bratislava Je2 Bratislava, L.polonica,
L.istrica.

Sérovary leptospir vyskytujici se na Uzemi Ceské republiky jsou podle

soucasné klasifikace zafazeny do tfi genomospecies:

1. Leptospira interrogans
2. Leptospira kirschneri
3. Leptospira borgpetersenii

Na Gzemi Ceské republiky se leptospiréza vyskytuje sporadicky, obvykle s
incidenci okolo 0,3 na 100 000 obyvatel. Vy$8i vyskyt onemocnéni v nékterych
letech je spojovan s periodickym pfemnoZenim hlodavell a zaplavami
postihujicimi nage Gzemi.

V na$i parazitologické laboratofi Ustavu klinické mikrobiologie v Hradci
Kralové jsme zaznamenali Sestinasobné vy$si vyskyt laboratorné potvrzenych
diagnoz leptospirdzy (v roce 2001) po povodni, ktera postihla severovychodni
Cechy vroce 2000. Diky zvy$ené pozornosti, kterou vénujeme i suspektnim
vysledkdm obdrzenym pfi sérologickych vy$etfenich (hraniéni i podhraniéni titry
protildtek) a zavedeni metody polymerazové fetézové reakce do rutinni
diagnostiky, pozorujeme zvySeny laboratorni prilkaz leptospirdz i v soutasné
dobé.

Z divodi mnoha obtiZi (problémy pfi hodnoceni sérologickych reakci,
obtiZnéa kultivace a dal$i), které vznikaji pfi diagnostice leptospirdzy jsme zavedli
do laboratorni praxe vysoce citlivou, specifickou a rychlou metodu detekce DNA
patogennich leptospir  pomoci polymerdzové fetézové reakce v rliznych
vzorcich biologického materialu (plazma, mog, likvor, bronchoalveolarni lavas
apod.). Metoda prokazuje DNA patogennich leptospir jiZz v &asnych stadiich
onemocnéni. Sérologickym vySetfenim je sodstupem (1-2 tydnd  a vice)
provedena sérotypizace, ktera je vyznamna pro epidemiologické dosetfeni.



3. Cile predkiadané dizertaéni prace

1)

Vypracovat, optimalizovat a standardizovat metodu polymerazové fetézové
reakce pro vybrana infekéni agens (Toxoplasma gondii, Entamoeba
histolytica | dispar a patogenni sérovary Leptospira species).

Vypracovat standardni operaéni postupy (PCR Toxoplasma gondii,
Entamoeba histolytica | dispar a patogenni sérovary Leptospira species).
pro zavedeni metod do rutinni laboratorni diagnostiky v Useku parazitologie
Ustavu klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice v Hradci Kralové a ve
spoleéné laboratofi pro extrahumanni genom Ustavu klinické a biochemické
diagnostiky a Ustavu klinické mikrobiologie.

Vyhodnotit vysledky metod PCR a porovnat je s klasickou sérologickou a
morfologickou diagnostikou pro jednotliva infek¢ni agens.

Navrhnout optimélIni laboratorni algoritmus (Standardni operaéni postup) pro
diagnostiku infekci vyvolanych T. gondii, E.histolytica / dispar a Leptospira
sp. u jednotlivych skupin pacient(.

Material a metody

Laboratorni diagnostika prvoka Toxoplasma gondii

a) Priikkaz DNA Toxoplasma gondii
Primery pro detekci DNA prvoka T. gondii jsme vybrali ze tif oblasti

genomu:

- gen, ktery kéduje vyznamny povrchovy protein P-30, v genomu
T. gondii se naléza 1x

- gen B1, jehoz funkce neni dosud objasnéna, v genomu T. gondii je
repetitivni 25x-50x

- gen TGR 1E je repetitivni 30x-35x, funkce neni objasnéna.

Pro pfipravu PCR metody na detekci DNA Toxoplasma gondii jsme obdrzeli

virulentni kmen z Narodni referenéni laboratore pro toxoplazmézu (SZU Praha),



ktery jsme pasazovali na vnimavych laboratornich zvifatech (bild my$) a
postupné jsme vypracovali, optimalizovali a standardizovali PCR metody pro
v8echny tfi vybrané oblasti genomu T. gondii. Do rutinniho laboratorniho
provozu byly na zakladé standardniho operaéniho postupu zavedeny PCR
metody pro detekci DNA T. gondii z oblasti B1 a TGR1E gend.

b) V parazitologické laboratofi UKM jsou pro nep¥imy prikaz infekce
prvokem T. gondii vyuzivany nasledujici metody: reakce vazby komplementu,
EIA testy pro stanoveni imunoglobulinl ve tfidach IgM, IgA, IgE, IgG a avidita
tfidy 1gG.

Laboratorni diagnostika prvoka Entamoeba histolytica a Entamoeba dispar

DNA Entamoeba histolytica byla izolovana z jaterniho abscesu pacienta,

u néhoz byla stanovena diagnoéza extraintestinalini amébézy; DNA nepatogenni
E. dispar byla ziskana ze stolice osoby dlouhodobé vyluéujici cysty.

Na zakladé izolované DNA byla optimalizovana metoda nested PCR pro
rozlideni Entamoeba histolytica s primery publikovanymi Evangelopoulosem.
Vnéjéi primery jsou pro spoleénou oblast E. histolytica a E. dispar (E1 a E2) a
vnitfni primery pro 2. stupefl nested PCR jsou specifické (Eh-L a Eh-R pro
E. histolytica a Ed-L a Ed-R pro E. dispar). Metoda byla optimalizovana a
vypracovan standardni operaéni postup pro detekci DNA améb. Vzhledem ke
skute€nosti, Ze v parazitologické laboratofi jsou na pfitomnost améb a daisich
stfevnich prvokl vySetfovany pfedev8im vzorky stolic, které obsahuji Casto
inhibitory PCR reakci, pokusili jsme se vypracovat zplsob koncentrace a
ziskavani cyst vhodnych pro detekci DNA metodou PCR. Pro zvy$eni citlivosti
reakce a odstranéni inhibitor(l jsme zavedli viastni postup ziskavani cyst améb
ze vzorkl stolice a jejich promyvani. Dosahli jsme meze detekce 30-50 cyst na
reakci.

Laboratorni metody prilkazu patogennich leptospir

a) Primery pro polymerazovou fetézovou reakci jsme volili tak, aby bylo mozno
stanovit v biologickém materidlu pfitomnost DNA v8ech sérovar(i patogennich
leptospir, které byly dosud u &lovéka izolovany na tzemi CR. Pro sérovary,
kieré patii do genomospecies L. interrogans a L. borgpetersenii jsme pouzili dle
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dostupnych literdrnich prameni primery G1 a G2 a pro patogenni leptospiry
patfici do genomospecies L. kirschneri sekvence B 64-1 a B 64-Il.

Provedli jsme postupnou optimalizaci PCR metody a rovnéZ optimalizaci
zpracovani biologickych materialdl v preanalytické fazi a dosahli meze detekce
10-20 organism{ pro reakci.

Ovéfeni specificity metody bylo provedeno postupné se viemi kmeny
pouzivanymi pfi sérologické diagnostice v Ceské republice a rovnéz
s nepatogennimi kmeny L. biflexa a L. saopaulo Sao Paulo (Genomospecies 5).
Nepatogenni kmeny nereagovaly s primery pro kmeny patogenni a reakce
patogennich kmend byly pfisné specifické, to znamena, 2e kmen vykazoval
pozitivni vysledek pouze s primery specifickymi pro genomospecies, do kterého
je zarazen.

b) Sérologické vysetieni a konfirmace vysledk( PCR byla provadéna metodou
mikroaglutinace-lyza (MAL). Antigeny jsou zivé kmeny leptospir kultivované
béZnym zplsobem. Screeningové vysetieni séra je provadéno v fedéni 1:100 a
nésledna titrace pozitivnich vzork( je provadéna do kone&ného fedéni, kdy jesté

pozorujeme v zastinu aglutinaci-lyzu hodnocenou ++.

5. Vysledky a diskuse

Toxoplasma gondii

Polymerazovou fetézovou reakci bylo do data zpracovani souboru vysetfeno
441 vzork( rGznych biologickych materialli od 347 pacienti: 318 Zen, 27 muzi a
dvou novorozencl; (nesrézlivd krev, fetaini krev, plodova voda, biopticky
materiél atd). Kromé pfimého prikazu DNA Toxoplasma gondii v biologickych
materidlech jsme dle poZadavki jednotlivych pracovist vysetfovali vzorky séra a
plodové vody také na piitomnost protilatek proti 7. gondii — imunoglobulint ze
tiidy IgM, IgA, IgE, IgG a avidity IgG metodami EIA a KFR.

Z 347 vysetfenych osob byl prikaz DNA metodou PCR pozitivni v 21 pFipadech
(tj. 6,0%). V celkovém souboru 441 vzorki od vy$etienych osob jsme detekovali
DNA T. gondii ve 23 pfipadech (fj. 5,2 %). Ze souboru jsme vyé&lenili 120
gravidnich Zen, jejichz vysledky byly zpracovany samostatné. Metodou PCR
byla DNA prvoka zji§téna v biologickych materidlech od deseti téhotnych Zen se
susp. toxoplazmézou (j. 8,3%). Ve vzorcich biologickych materidlt od dvou
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novorozencl s kongenitaini toxoplazmézou byla rovnéz nalezena DNA prvoka i
pozitivni prikaz protilatek sérologickymi metodami. Pozitivni vysledek detekce
DNA T. gondii jsme obdrzeli také ve dvou vzorcich progenitorovych kmenovych
bunék pfed transplantaci.

Ovéfeni specificity nové zavadéné metody polymerazové fetézové reakce
do diagnostiky toxoplazmézy bylo provedeno porovnanim vysledkd PCR
s nalezem protitatek v krevnim séru. Ve 100% PCR pozitivnich vzorkl byly
prokazany rovné&z imunoglobuliny ze ftfidy 1gG a ve vice nez 50%
imunoglobuliny ostatnich tfid (IgM, IgA a IgE), coz potvrzuje vysokou specificitu
prikazu DNA T. gondii metodou PCR.

Entamoeba histolytica

Metodu prlikazu DNA jsme zavedli do rutinniho diagnostického laboratorniho
provozu dne 30.3.2005 a do 20.8.2005 bylo vySetfeno 11 vzorkd cyst od
7 pacient(.

DNA nepatogenni Entamoeba dispar byla prokazana ve tfech vzorcich
stolice od dvou pacientl. DNA patogenni E. histolytica nebyla nalezena. Nebyla
zaznamenana nespecifickd reakce s lodamoeba bilitschiii, Endolimax nana,
Entamoeba Hartmanii a Giardia lamblia (prvoci nejCastéji uréovani ve stolici
pacient(, resp. u osob po navratu z tropli a subtrop().

V dizertalni praci jsou popsany kazuistiky vSech vy$etfenych osob, véetné
pacienta s extraintestinalni formou amébozy, z jehoz jaterniho abscesu jsme
izolovali DNA patogenni E. histolytica, ktera byla nasledné pouzita k pfipravé a
optimalizaci metody PCR. Pacient pobyval nékolik mésict v Indii, kde u ngj
probéhlo prijmové onemocnéni. Po tfech mésicich udava bolesti v pravém
podZebfi s propagaci do zad, s horetkou (38-39 °C) je pfijat do spadové
nemocnice a i pfes intenzivni antibiotickou terapii dochazi ke zhorSovani
klinického stavu. Po 7 dnech je v septickém stavu pacient pfevezen na infekéni
kliniku v Hradci Kralové, vySetfeni CT jater prokazalo nalez dvou absces(
velikosti 7 a 9 cm, na chirurgické kiinice je provedena drenaz jaternich abscest
(pod clonou Entizolu a ATB). V NRL pro tropické parazitarni nemoci v Praze
byla sérologicky potvrzena infekce Entamoeba histolytica. Biologicky materiél
(bunéény detritus) z drénl byl pouZit pro izolaci DNA na pfipravu a optimalizaci
PCR metody.
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Pobyt voblastech tropll a subtropl vyrazné zvy$uje riziko infekce
patogennimi stfevnimi amébami. Kubandti autofi uvadéji v souboru 49
vy$etfenych osob Zijicich trvale na Kubé nalez 24,5% patogenni E. histolytica
a 75,5% nepatogenni E. dispar. K vy$etieni pouzili metodu multiplex PCR, u niz
uvadséji specificitu 1,00 a senzitivitu 0,94. Soubor vzorkli vy$etfenych v nasi
laboratofi je v sou¢asné dobé pfili§ maly na posouzeni obou vyse uvedenych
veligin, ale dosavadni vysledky ukazuji dostatecnou specificitu i senzitivitu.

Vysledky =zahrani¢nich autori a nami vySe popsany pfipad té2ké
extraintestinaini formy amébézy u pacienta po ndvratu zIndie, vedl
k urychlenému zavedeni pfimého prikazu DNA Entamoeba histolytica a
Entamoeba dispar na nasem pracovisti. Metoda EIA neni k rozli§eni patogenni
a nepatogenni améby podie nékterych autorl dostateén& citliva a proto
doporucuji detekci DNA metodou PCR.

Priikaz DNA mikroorganismii ze stolice je slozitdj§i ne2 izolace z jinych

biologickych materialli, nebot je zda obsazeno velké mnoZstvi inhibitord. Pro
zvy$eni senzitivity nami zavadéné metody jsme se pokusili zvysit po&et prvokl
(pfedevéim cyst) ve vzorku pfipraveném k izolaci DNA. Nejprve jsme provedli
koncentraci metodou dle Fausta a poté na eliminaci pfipadnych inhibitor(
trojndsobné promyvani fyziologickym roztokem. VySetfeny soubor je dosud
velmi maly, ale pfesto jsme zatim nezaznamenali 2adnou inhibici PCR reakce.

Metoda PCR je vyhodna také z dlvodu, ze DNA Ize izolovat i z obsahu
suspektnich abscesl obsahujicich jiz pouze rozpadlé améby a potvrdit tak
rychle diagnézu extraintestinalni amébdzy, i kdyz mikroskopicky v t&chto
pfipadech nelze v bunééném detritu (napf. materidl z drenu) intaktni améby
prokazat.

Rychly a specificky prikaz DNA a rozlideni améb Entamoeba histolytica
sensu lato ve stolici povaZzujeme za dilezité predevéim z hlediska véasné Iééby
intestinalni formy onemocnéni, abychom tak pfedesli invazi améb do

extraintestinalnich organ(i a vzniku infekce se zavaznym priibéhem.

Leptospira species (patogenni sérovary)

Od prosince roku 2002 jsme do rutinni laboratorni diagnostiky zavedli
metodu polymerézové fetézové reakce pro detekci DNA patogennich leptospir
genomospecies L. interrogans, L. borgpetersenii a L. kirschneri.
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V tabulce je uveden prehled biologickych materiall vySetfenych od prosince
roku 2002 do konce &ervna roku 2005. Metodou PCR kdetekci DNA
patogennich leptospir bylo vySetfeno celkem 166 vzorki biologického materialu
od 110 osob. V souboru vySetfenych osob je zafazen i jeden novorozenec
matky s podezfenim na leptospirdzu vobdobi porodu (pozdéji potvrzeno

sérologicky).

Tab. Vysledky detekce DNA patogennich leptospir metodou PCR

Biologicky materidl Pcc'zlgfftre"' PCR pozitivni| PCR negativni
Plazma 75 2 73
Mo 70 4 66
Likvor 17 0 17
BAL 3 1 2
biopsie uzlin 1 0 1
Celkem 166 7 159

Vysvétlivky: BAL= bronchoalveolarni lavaz

Vyuziti metody PCR viaboratoni diagnostice infekci patogennimi
leptospirami je ve vysledcich dokumentovano na tfech podrobné popsanych

kazuistikdch pacient( s leptospirézou.

Pacient &. 1
Pacient, muz, vék 29 let, byl hospitalizovan pro hore€naty stav, kaSel a

progredujici dusnost (fizend plicni ventilace). 7 dni pfed hospitalizaci udava
subfebrilie, bolesti hlavy apod. V den hospitalizace 27.5.2005 - odebréana krev,
mo¢ a BAL (susp. leptospiréza) a zahijena lééba antibiotiky (Augmentin,
Klacid).

Tabulka uvadi vysledky vySetfeni biologickych materidll odebranych dne
27.5.2005

Biologicky | PCR PCR Kultivace Sérologické
material |G1/G2 |B64 1/l 27.5.-3.6. vySetfeni MAL

BAL POZ NEG kontaminace
Plazma POZ NEG POZ NEG se v8emi kmeny
Moé POZ NEG kontaminace
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Pro sledovani vyvoje onemocnéni z hlediska laboratorni diagnostiky byly
odebirany stejné biologické vzorky sodstupem 3 az 7 dni. Vysledky

laboratornich testll z jednotlivych odbérll jsou popsany chronologicky

v nasledujicich tabulkach.

Biologické materialy odebrané 1.6.2005
Biologicky [PCR |PCR Kultivace Sérologické

material {G1/G2 [B64 I/l [1.6.—8.6. |vySetieni MAL
BAL NEG NEG NEG

Kmen ¢.1 = 1: 400
Plazma NEG NEG NEG Kmen ¢.2 =1:200
Ostatni kmeny NEG

Moé& NEG NEG NEG

Biologické materialy odebrané 3.6.2005
Biologicky |[PCR |PCR Kultivace Sérologické

materidl |G1/G2 |B64 1/l |3.6—-10.6. |vySetfeni MAL
BAL NEG | NEG NEG

Kmené.1=1:1600
Plazma NEG NEG NEG Kmen¢2=1: 800
Ostatni kmeny NEG

Mo¢ NEG NEG NEG
Vysvétlivky: kmen ¢&. 1 = L. icterohaemorrhagiae Fry$ava

kmen &. 2 = L. copenhageni l.ebe.

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

protilatek proti sérovarim L. icterohaemorrhagiae FrySava a L. copenhageni
Lebe.
Posledni kontrolni vy$etfeni bylo provedeno dne 23.6.2005, kdy byla

odebrana mo¢ na PCR a kultivaci a krevni sérum pro reakci MAL. Vysledky
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PCR i kultivace byly negativni a v reakci MAL bylo dosaZeno titrQi: Leptospira
icterohaemorrhagiae FrySava 1 : 6 400 a L. copenhageni Lebe 1 : 3 200.
Klinicka diagnéza: Morbus Weili.

Pacient €. 2

Muz 25 rokd, pfijat dne 21.9.2002 na interni oddéleni okresni nemocnice
s anamnézou tyden trvajicich chfipkovych pFiznakld (5 dni cotrimoxazol),
horecky s tfesavkou, postupné nastava silny kasel s expektoraci Zlutych hlen(,
pozdé&ji s hojnou pfimési krve, hemoptyza a du$nost. Byla stanovena diagnéza:
téZka pneumonitida — ,respiratory distress syndrom” (fizena plicni ventilace 28
dnt), aseptickd meningitida, ,hepatitis — like syndrom®, akutni parainfekéni
intersticialni nefritida, vaskulopatie s hemoragickou diatézou, disseminovana
intravaskulamni koagulopatie s vyraznou intravaskularni hemolyzou.

Pfi pfijeti dominovaly pfiznaky “atypické pneumonie®, a proto sluzbu konajici
lékar zahdjil ihned intravenézni terapii antibiotiky: Augmentin a Klacid, pozdéji
(nozokomiaini infekce) Ciprofloxacin, Cefotaxim, Kolimicin, Vankomycin.

21.9. (v _den pfijeti) byly odebrany Cetné vzorky pro laboratorni vySetfeni a

rovneéZ pro sérologické vySetfeni na pritomnost protilatek proti patogennim
leptospiram. Vysledky reakce MAL:

1. sérovar L. icterohaemorrhagiae Fry$ava 1 : 1 600

2. sérovar L. copenhageni Lebe 1:100

Klinicka diagnéza: Weilova nemoc.

24.9.2002 byly po domluvé s oSetfujicim lékafem odebrany vzorky biologickych
materidlll (krevni plazma, BAL, likvor a mo&) ktestovani pfitomnosti DNA
patogennich leptospir (v rdmci zavadéni metody). Vysledky PCR vySetfen]

uvedenych materidll byly negativni.
8.10.2002 vysledky reakce MAL:
1. sérovar L. icterohaemorrhagiae Fry$ava 1 : 6 400

2. sérovar L. copenhageni Lebe 1:400
Po 32 dn trvajici hospitalizaci propugtén z nemocnice.
Pacient &. 3
Pacient, muz, vék 52 let byl pfijat dne 30.8.2004 na pracoviété resuscitace a

intenzivni péce fakultni nemocnice s multiorgdnovym selhavanim, po nékolik
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dnl trvajicim febrilnim stavu se zhor$ujici se funkci respiraéniho systému,
renélnich funkci, s pfiznaky postizeni CNS (pacient pfedchozi dny odmital
hospitalizaci). Pfi pfijeti odebrany vzorky bioclogickych materidlli véetné krevni
plazmy a moéi k vySetfeni na pfitomnost DNA patogennich leptospir metodou
PCR.

PFi pfijeti dne 30.8.2004 bylo rovnéz odebrano krevni sérum pro provedeni

reakce MAL. Vysledek byl negativni se v8emi 11 kmeny, véetné sérovard
L. icterohaemorrhagiae Fry$8ava a L. copenhageni Lebe.

Dne 31.8.2004 — vysledky PCR reakce véetné popisu jsou demonstrovany
na nasledujici fotografii. Byla prokdzana DNA patogennich leptospir v krevni

plazmé a v modi pacienta.

Dne 1,9.2004 - i pies intenzivni adekvétni antibiotickou a podplrnou terapii
pacient zemfel.

Klinicka diagnéza: Morbus Weili, multiorganové selhani.

T ——

Primery Primery
G1/2 B64-1/11
- —— =

12 34 MS 67 8

Vysveétlivky:

1 plazma — pozitivni

2 mo¢ - pozitivni

3 pozitivni kontrola = DNA cca 200 leptospir sérovar L. icterohaemorrhagiae
FrySava

negativni kontrola = destilovana voda

marker a 50 bp

plazma - negativni

mo¢ — negativni

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

o~ Z b

Vzhledem k obtizim pii vasné laboratorni diagnostice leptospirozy jsme

v roce 2002 zavedli do laboratorni praxe na spoleéném pracoviéti UKBD a UKM
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detekci DNA patogennich leptospir metodou PCR. Zkus$enosti, které jsme do
sou¢asné doby ziskali potvrzuji, vsouladu s nékterymi literarnimi zdroji, ze
vysledek laboratorniho vySetfeni PCR metodou je limitovan nejen klinickou
indikaci, ale také dodrzenim spravného postupu pfi odbéru biologického
materialu. Pro piimy prikaz leptospir metodou PCR je duleZité odebirat
véechny typy vzorkll pfed zahajenim antibiotické terapie nebo co nejdiive
po jejim zahajeni.

Ve vysledcich  kazuistiky €. 1 sledujeme postupny vzestup titru protilatek
proti sérovarlm L. icterohaemorrhagiae Fry§ava a L. copenhageni Lebe.

Zaznamenali jsme pozitivni vysledky PCR reakce ve viech tfech typech
biologickych materiall (BAL, plazma, mo¢) od pacienta v dobé&, kdy reakce
mikroaglutinace lyzy pro prikaz protilatek byla negativni. Vysledky dokumentuji

vyznamnou skuteénost, Ze po étyfech dnech U&inné antibiotické terapie jiz nelze

DNA__patogennich leptospir detekovat, pficemz vysledek sérologického

vySetfeni je na hranici pozitivity (titry 1:200; 1:400). Casovy interval po nékolika
dnech antibiotické terapie mdZeme z hlediska stanoveni laboratorni diagnozy
povazovat za kriticky, nebot DNA jiz nelze prokézat a specifické imunoglobuliny
se teprve zadinaji tvofit. V téchto pfipadech (,hraniéni titry protilatek”) pfi
negativnim vysledku detekce DNA patogennich leptospir je tfeba, s odstupem
nékolika dnt sérologické vysetieni opakovat.

Na pocatku horeénatého obdobi, ve stadiu bakteriemie, je doporudovan
pfedevdim odbér krevni plazmy na pfimou detekci DNA patogennich leptospir
metodou PCR a popiipadé kultivaci. Pfi pfiznacich meningitidy je moZné pokusit
se o priikaz DNA Leptospira sp. piimo z likvoru k objasnéni etiologie infekce.
Podezfeni na rendlni postizeni leptospirového plivodu potvrdi nebo vylou&i PCR
vysetfeni moéi odebrané koncem prvniho tydne onemocnéni, kdy lze oéekavat
prinik leptospir do ledvin. Suspektni leptospirovou pneumonii mize potvrdit
vysetfeni bronchoalveolami lavaze metodou PCR.

Vzhledem ke skuteénosti, Ze nelze presné odhadnout, zda je pacient jesté
v obdobi bakteriemie nebo jiz leptospiry vymizely z krevniho ob&hu a vyluguji se
pouze moci, doporuéujeme souéasné odbér nesrazlivé krve i modi na prikaz
DNA metodou PCR. Protoze metoda PCR prokazuje pfitomnost DNA

patogennich leptospir bez stanoveni sérovaru, je k uréeni konkrétniho plivodce
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tfeba provést jesté sérologické vySetfeni, které je nutné i zdlvodl
epidemiologickych.

Rada zahraniénich autor(l popisuje prvni klinické pfiznaky Weilovy
nemoci jako horecku s hemoragickymi projevy a dominujicimi  pfiznaky
hepatorenainiho postizeni. Casty je ovdem | zadatek onemocnéni se
zavaznymi pfiznaky postiZeni respiraéniho systému aZz rozvojem t&zké
pneumonitidy (,respiratory distress syndrom*). Pfi prvnich klinickych vySetfenich
byva postiZeni plic diagnostikovano jako atypické pneumonie, Casto vSak rychle
dochazi k rozvoji respiraéni insuficience, takze je nutné zavést fizenou plicni
ventilaci. Popisy pfipadll vybranych z naseho souboru pacientli demonstruji
nutnost pomyslet na onemocnéni leptospirézou pfi rychle se rozvijejici
respiratni insuficienci provazené hore¢kou nebot Géinné a véas nelééena
infekce sérovary L. icterohaemorrhagiae a L. copenhageni konéi asi v 5-10%

pfipadl fataing.

6. Zavéry pro praxi a dalsi vyzkum

1. Molekularni biologické metody na bdzi polymerazové fetézové reakce
maji nezastupiteiné misto v mikrobiologickych laboratofich pfi diagnostice
infek&nich onemocnéni. Laboratorni i klinické vysledky experimentalini ¢asti
dizertaéni prace potvrdily pfedpoklad, Ze detekce DNA patogenniho
mikroorganismu je ve vétSiné pfipadl dlikazem pravé probihajici nebo
nedavno probé&hté infekce. Nespornou vyhodou molekularnich biologickych
metod je rychlost provedeni a vysoka senzitivita a specificita reakce.

2. Pfimy prikaz DNA prvoka Toxoplasma gondii je vyznamny pfedevsim
pro rizikové kategorie pacientd: plod gravidni Zeny, pacienti
s imunosupresi, pacienti s atypickym, pfipadné se zavaznym pribéhem
toxoplazmézy a novorozenci s podezifenim na kongenitaini toxoplazmozu.
Pro rizikové pacienty je stanoveni rychlé diagnézy pfedpokladem Géinné a
v€asné |écby toxoplazmoézy a prevenci moZnych komplikaci. Vyrazné
imunosuprimovanou a tedy ohroZzenou skupinou osob jsou pacienti po
transplantaci organl i buné&k (prlkaz DNA T. gondii v autolognich
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progenitorovych burikach). Zkudenosti publikované zahraniénimi i nasimi
autory potvrzuji, Zze poskozeni plodu kongenitalni toxoplazmézou je
Castgjsi nez jinymi infekénimi agens (rubeola, lues, herpes simplex a
dalsi). Rozsifeni toxoplazmézy u nas je ziejmé podobné jako ve Francii,
kde probiha povinné preventivni sérologické vySetfovani t&hotnych 2en,
které je vpfipadé pozitivity markerd akutni infekce (IgM, IgA, IgE)
doporugovano konfirmovat detekci DNA T. gondii. Domnivame se proto, Ze
podobny systém vySetfeni gravidnich Zen by mohl byt pfinosny i v Ceské

republice.

Rychla a relativné jednoducha metoda detekce DNA a rozli$eni patogenni
Entamoeba histolytica a nepatogenni Entamoeba dispar piedstavuje
moznost véasneé diagnostiky nebezpeéného plvodce amébové dyzentérie.
Presné stanoveni diagnézy je vyznamné zvidété u osob, které pobyvaly
v oblastech tropl a subtropt, kde jsou tito plvodci velmi rozsifeni. Véasna
detekce pfitomnosti patogenniho prvoka Entamoeba histolytica ve stievé a
(¢inna terapie pfedejde mozné invazi améby do daldich organt a vzniku

extraintestinaini formy onemocnéni.

Prikaz DNA patogennich leptospir - sérovarli Leptospira species
vyskytujicich se na nasem Uzemi metodou PCR je vyznamny z hlediska
klinického i epidemiologického. V&asna diagnostika leptospirdz u &lovéka je
komplikovand, nebot na pogatku onemocnéni se vyskytuje tzv. ,diagnostické
okno", kdy sérologickymi metodami nelze pfiblizng 7-10 dnl detekovat
protilatky. Pravé v tomto obdobi je stanoveni diagnézy pro pacienta a jeho
lé€bu nezbytné. Nade vysledky prokazuji, 2e spravné aplikované vysetreni
biologického materialu metodou PCR miize diagnostiku leptospirézy urychlit
a v pfipadé pozitivniho vysledku diagnézu jednoznaéné potvrdit. Z divod(
epidemiologickych je nutné vySetfeni PCR dopinit uréenim jednotlivych

sérovard leptospir.
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10. Souhrn

Ptimy prikaz infekénich agens ( Toxoplasma gondii, Entamoeba histolytica/dispar,
patogenni leptospiry) byl proveden nové zavedenymi metodami detekce DNA
polymerazovou fetézovou reakci (PCR).

Pro prikaz DNA Toxoplasma gondii metodou PCR byly vybrany dva geny: B7 a
TGR 1E. Protilatky byly detekovany KFR a EIA testy. PCR bylo vySetfeno 441
vzorkli (pozitivni v 5,2%) od 347 osob (pozitivni 6,0%). V souboru 120 gravidnich
Zen byla zjisténa pozitivni detekce T. gondii v 8,3%, soucasné byly ve 100%
prokazany imunoglobuliny 1gG a ve vice nez 50% i protilatky ostatnich tiid. Shoda
vysledk(l potvrdila specificitu PCR pro priikaz T. gondii. PCR metoda je vyznamna
pfedev§im pro rizikové kategorie osob: plod gravidni Zeny, pacienti s imunosupresi,
suspektni kongenitaini toxoplazméza, atypicky pribéh toxoplazmézy.

Rozli$eni invazivni E. histolytica a neinvazivni E. dispar metodou PCR: DNA pro
PCR reakci byla izolovdna zjaterniho abscesu pacienta s extraintestinaini
amebdzou, DNA nepatogenni E. dispar ze stolice osoby diouhodobé vylugujici cysty.
PCR priikaz DNA a rozli§eni améb byl optimalizovan jako nested PCR. Primery:
vné&jsi spoleéné (E1 , E2), vnitini specifické (Eh-L, Eh-R pro E. histolytica a Ed-L, Ed-
R pro E. dispar). Vysetfili jsme 11 vzork( cyst od 7 osob. DNA E. dispar byla
detekovana ve vzorcich stolice ve dvou piipadech, E. histolytica nebyla prokazana.
Rozli§eni obou améb je vyznamné, nebot umoziuje vEasnou légbu zabrarujici
invazi améby ze stfeva do dal$ich organu (extraintestinalni forma).

V CR se vyskytuii tfi genospecies patogennich leptospir: L. interrogans,

L. kirschneri a L. borgpetersenii. Primery: G1/G2 (spole¢né pro L. interrogans a L.
borgpeterseniiy a B64l /B 64ll pro L. kirschneri. V souboru jsou vysledky PCR
vySetieni 166 vzorkt od 110 osob. V 7 vzorcich byla prokadzana DNA patogennich
leptospir.  Vysledky PCR byly porovnany se sérologickym  vysetienim
(mikroaglutinace-lyza) a doplnény tfemi kazuistikami, v nichz je dokumentovana
nutnost odbé&ru materialu pro PCR v pocatku infekce (rychld eliminace zbytkd

leptospir pii lé€bé ATB) a vyvoj protilatkové odpovédi.
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11. Summary

Recently introduced methods of DNA detection by polymerase chain reaction (PCR)

were applied for direct evidence of infectious agents (Toxoplasma gondii, Entamoeba
histolytica/dispar and pathogenic leptospires). For the evidence of Toxoplasma gondii
DNA by means of PCR two genes were selected: B1 and TGR 1E. The antibodies were
detected by KFR and EIA tests. PCR was examined in 441 samples (positive in 5.2 %)
from 347 persons (positive 6.0%). Inthe set of 120 pregnant women the positive
T. gondii was detected in 8.3%, associated with 100% proven IgG immunoglobulins,
and in more than 50% also with antibodies of other classes. The congruence of results
proved the specificity of PCR for the evidence of T. gondii. The PCR method is
important mainly for certain risk categories of population: the foetus of pregnant
woman, patients with immunosuppression, suspected congenital toxoplasmosis and
atypical course of toxoplasmosis.

The differentiation of the invasive E. histolytica and noninvasive E. dispar by PCR
method: DNA for PCR reaction was isolated from hepatic abscess of a patient with
extraintestinal amoebiasis, DNA of nonpathogenic E. dispar from the faeces of patient
with long-term excretion of cysts. PCR evidence of DNA and differentiation of the
amoebas was optimized as nested PCR. The primers: external common (E1, E2),
internal specific (Eh-L, Eh-R for E. histolytica and Ed-L, Ed-R for E. dispar). We
examined 11 cyst specimens from 7 persons. The DNA of E. dispar was detected in
specimens of faeces in two cases, E. histolytica was not proved. The differentiation of
both of them is important as it allows early treatment to prevent invasion of amoeba
from the intestine to other organs (extraintestinal form).

In the Czech Republic three genospecies of pathogenic leptospiras occur:

L. interrogans, L. kirschneri and L. borgpetersenii. The primers: G1/G2 (common for

L. interrogans and L. borgpeterseni) and B 641/ B 64l for L. kirschneri. In our set
results of PCR analysis of 166 specimens from 110 persons are described. In 7
specimens the DNA of pathogenic leptospiras was proven. PCR results were compared
with serological analysis (microagglutination-lysis) and completed by 3 case reports
which provide evidence of the necessity of sampling specimens for PCR at the onset of
infection (to ensure rapid elimination of remnants of leptospiras in the course of ATB
treatment) and of initiating the antibodies response.
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