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ABSTRAKT

Lidsky cytomegalovirus (HCMV nebo CMYV) je lidsky virovy patogen ze skupiny
herpetickych vira, které se nachazeji v rozvinutych i méné rozvinutych spolenostech a
u vSech vékovych skupin. Miize se prenasSet krvi, moc¢i, cervikalni a vaginalni exkreci,
spermatem, mateiskym mlékem, slzami a stolici. Nakazeni jednotlivei mohou Vvirus
pfechodné¢  vylucovat  stélesnymi  tekutinami, a tak nakazit ostatni.
Imunokompromitovani jedinci, pacienti po transplantaci, pacienti s AIDS a novorozenci
maji vysSsi riziko vyvoje vaznych CMV infekci, které mohou vést k vyrazné vyssi
nemocnosti a Umrtnosti. Vazné klinické symptomy CMV choroby zahrnuji CMV
syndrom, retinitidu, gastroenteritidu, hepatitidu, encefalitidu, ezofagitidu,
enterokolitidu, pankreatitidu a pneumonii. Z toho divodu je dulezité v¢asné stanoveni
CMV infekce. (1,8,32)

Virologickd diagnostika cytomegalovirovych infekci je zaloZzena na prikazu
specifickych protilatek tfidy IgM a IgG nebo na kultivaci na tkanovych kulturach.
Vzhledem k zavaznosti systémovych infekci cytomegalovirem a nutnosti rychlého
zahajeni 1é¢by je vCasny prukaz virové DNA v klinickém materialu nezbytny. (9)

K pfimému prikazu se nyni castéji vyuzivaji molekuldrné biologické metody -
metody polymerazové fetézové reakce (PCR). Pro detekci PCR je tieba nejprve
z klinického materidlu vyizolovat virovou DNA. Virovou DNA lze ziskat z riznych
klinickych materidli, napt. z mozkomiSniho moku, z krve, z krevni plazmy, z tkani,
moce, matefského mléka, z punktatl a také ze stérd z riznych loZisek a sliznic.

V této praci bylo porovnavano kvalitativni stanoveni DNA CMV pomoci dvou
metod PCR. Jednou z nich byla in house metoda. Zde se pomoci nested PCR se dvéma
pary specifickych primert amplifikuji useky virové DNA CMV, které jsou nasledné
detekovany na agarézovém gelu. Vizualizace takto ziskanych produkti PCR
na agar6zovém gelu se d¢je za pomoci interkalacniho ¢inidla — ethidium bromidu. Tato
metoda je velmi citliva, ale ¢asové naro¢na. (25,30)

Jako druha metoda pro kvalitativni stanoveni DNA CMYV byla pouzita metoda real-
time PCR na pfistroji Rotor Gene. Detekce probihd v redlném case pomoci
fluorescen¢nich barviv. Barviva jsou zpravidla vdzana na oligonukleotidové sondy,
které se specificky vazou na PCR amplifikat. Detekce PCR produkti je provadéna
na zakladé intenzity fluorescence v pribéhu PCR v realném case. Systém je zaroven
schopen 1dentifikovat potencialni PCR inhibici za pfitomnosti interni kontroly. Tato
metoda se jevi jako ¢asoveé vyhodnéjsi, proto byla zavedena jako bézné uzivana metoda



pro kvalitativni stanoveni DNA CMV. Metody nested PCR a real-time PCR maji
srovnatelnou citlivost a jsou srovnatelné i po finanéni strance.

Pro jejich srovnani bylo pouzito 150 vzorki krve a krevni plazmy od 75 jedinct.
Zachyt DNA CMV byl srovnatelny. Jen v jednom piipadé nebyl zachycen pozitivni
vysledek u metody real-time na pfistroji Rotor Gene, zatimco metoda nested PCR jej
zachytila. | tak se metoda real-time PCR jevi jako velmi vyhodna metoda
pro kvalitativni stanoveni DNA CMYV a to i diky pouzivani internich kontrol.

U pacientil po transplantacich, u novorozenctli, u onkohematologickych pacientl je
tteba kvili 1écbé provadét kvantitativni stanoveni DNA CMV. V této praci byla
pro kvantitativni stanoveni pouZivdna metoda real-time PCR na pfistroji Light Cycler.
CMV LC Master obsahuje reagencie a enzymy pro specifickou amplifikaci 105bp
dlouhého useku genomu CMV a také pro bezprostiedni detekci amplifikatu pomoci
ptistroje Light Cycler. I zde se nachazi amplifikacni systém pro prukaz potencialni PCR
inhibice zalozeny na detekci interni kontroly. Analyticky limit detekce pfitom neni
negativné ovlivnén. Mnozstvi CMV viru ve vzorku se urcuje pomoci kvantifikovanych
standard, které jsou soucasti kitu. Analyzator vypocitava titr virové DNA v testovanych
vzorcich porovnanim signalu u kazdého vzorku se signadlem kvantitativniho standardu,
jenz je ptifazen ke kalibracni kiivce daného baleni kitu. Kvantitativni stanoveni se pak
uvadi v mnoZstvi kopii/l ml vzorku. Pravé na zdkladé monitorinku kvantitativniho
stanoveni se u pacientli urcuje délka 1é¢by CMV infekce. (21,30)

Izolace DNA lze provadét ruéné nebo pomoci automatickych ptistroji — izolatori.
Ve své praci jsem se zaméfila na srovnédni téchto dvou odlisnych izolaci. Rué¢ni izolaci
jsem provadéla pomoci izolaéniho QIAmp DNA Mini Kitu od firmy QIAGEN.
Automatizovanou izolaci jsem provadéla na izolatoru MagCore za pouziti MagCore
Genomic DNA whole Blood Kitu (RBCBioscience). Pro srovnani obou izolaci byly
soucasné¢ pouzity jako klinické materialy krev a krevni plazma vZdy od stejného jedince.
Ob¢ metody izolaci pak byly nasledné pouzity pro kvalitativni 1 kvantitativni stanoveni
CMV DNA. Z vysledkl kvantitativnich stanoveni vyplyva, Zze obé& pouzité izolace jsou
srovnatelné, tzn. Ize pouzit ob¢ izolace se stejnym kvantitativnim vysledkem.



ABSTRACT

Human cytomegalovirus (HCMV or CMV) is a human viral pathogen from a group
of herpetic viruses. This group is world-spread in all communities, not only with lower
living standards, and in all age groups. It can be transferred by blood, urine, cervical or
vaginal excretion, sperm, breast milk, tears and feces. Infected individuals can
temporarily expend the virus through the body fluids and infect the others.
Imunocompromitated persons, including neonates, patients after transplantation and
patients infected by the AIDS, have bigger chance to evolve a serious CMV infection
which can rapidly increase the illness or cause the death. Serious clinical symptoms of
CMV infection include CMV syndrome, retinitis, gastroenteritis, hepatitis, encephalitis,
esophagitis, enterocolitis, pancreatitis and pneumonia. For that reason, the early
establishment of CMV infection is very important. (1,8,32)

Diagnostics of cytomegalovirus infections is based on proofing the specific
antibodies of the groups of IgM and IgC or cultivation of tissue cultures. Because of
weightiness of system infections cause by CMV and necessity of quick start of the cure,
the well timed evidence of viral DNA in clinical material is necessary. (9)

To a direct evidence it is more often to use the methods of molecular biology -
polymerase chain reaction (PCR). To detect the PCR, at first we need to isolate viral
DNA from clinical material. We can get it by various biological materials such as
blood, plasma, tissues, urine, breast milk, etc.

Isolation of DNA can be done manually or with the automatic machines - isolators.
In my work | concentrated to compare these two different isolations. | did manual
isolation with the help of impervious QIAmp DNA Mini Kitu made by QIAGEN and
automatic isolation with isolator MagCore using MagCore Genomic whole Blood Kit
(RBCBioscience). To compare the isolations blood and plasma were used as clinical
materials and their origin was the same. Both methods were used afterwards to set up
the qualitative and comparative CMV DNA. The result means that both isolations are
comparable - both can be used with the same quantitative result.

In this work there is also compared the qualitative determination DNA CMV
by using two PCR methods. One of them was the "In house" method in which are two
sections of viral DNA CMV ampificated by the couples of specific primers and later
there are detected by the agarose gel. Visualisation of these products on agarose gel is
going on with the help of intercalatial reagent - ethidium bromide. This method is very
sensible but it takes a lot of time. (25,30)



As the second method for qualitative determination of DNA CMV | did the
real-time method using the Rotor Gene machine. Detection wages in real time thanks
fluorescent colorants. Colorants are often bounded in oligonucleotic probes, which are
bounding specifically in PCR amplificate. Detection of PCR products is done on a base
of fluorescent intensity during the PCR in real time. System is also able to identify the
potential PCR inhibition and it is also able to do the internal control. This method looks
like better because it takes less time. That is the reason why it is used commonly
to determine the qualitative DNA CMV.

Nested PCR and real-time PCR methods are even comparable financially. For their
comparison, there were used 150 samples of blood and plasma from 75 persons. The
incidence of DNA CMV was comparable. Only in one case there was not positive result
in the real-time method with Rotor Gene machine while the nested method caught it.
Despite this fact, the real-time method seems to be very good for qualitative
determination of DNA CMV even thanks to internal controls.

It is necessary to do the quantitative determination of DNA CMV at the patients
after transplantations, neonates and oncohematological patients. In this work | used for
quantitative determination real-time PCR method with Light Cycler machine. CMV LC
Master contains reagentions and enzymes for specific amplification of 105bp long part
of CMV genome and for direct detection of amplificate using the Light Cycler machine.
Here is also located the amplification system to evidence the potential inhibition of PCR
based  on detection of the internal control. Analytical limit of the detection is not
affected negatively. The quantity of CMV virus in the sample is determinated by
quantificated standard which is a part of a the kit. Analyser counts titer of viral DNA in
tested samples using the comparison of signal in each sample with the signal of
quantitative standard which is assigned to the calibration curve of the kit. Quantitative
determination is later cited as a number of copies in 1ml of sample. Just on the base of
monitoring of quantitative determination it is set the length of the cure of CMV
infection to patients. (21,30)
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Uvod

Téma bakalafské prace: Vyuziti molekularné biologickych metod pii diagnostice

cytomegaloviru (CMV)

Cytomegalovirus patii do skupiny herpetickych virt. Viry této skupiny maji jednu
podobnou vlastnost — po primarniinfekci zdstanou pfitomné v téle a projevi se znovu
pii oslabeni imunity (tzv. latentni infekce). Cytomegalovirus se po primarni infekci
nejintenzivnéji mnozi predevsim ve slinnych z1azéach, ledvinach a bilych krvinkach, kde

w7 owe

nukleova kyselina viru a tim i genetickd informace (genom) zlstava po cely dalsi Zivot.

(@)

Lidsky cytomegalovirus je celosvétove rozsiteny virus, ktery je vSudypiitomny, mezi
lidmi koluje a populace je jim z velké ¢asti promotena. Promotenost svétové populace
kolisa od 50% ve vyspélych statech po témét 100% ve statech rozvojovych, kde je
vysoka hustota obyvatel a hor$i hygienické podminky. Vysoka promotenost populace
znamena, ze lidé maji proti tomuto viru vytvoiené protilatky a jsou proti nému odolni.
Protilatky se vytvofi pii prodélani primarni infekce ( pfi prvnim setkani s virem ), ktera
probiha u vétsiny lidi bezpfiznakove. U primoinfekce se vyskytuje syndrom infekéni
mononukledzy, hore¢naté onemocnéni s lymfadenitidou, hepatitida ( hlavné u kojenci),
zavazna vrozena infekce ( mikrocefalie, slepota, hepatomegalie, purpura), vzacné se
muze objevit pneumonie, kolitida, meningitida. Jakmile vSak dojde k tomuto rozsifeni
viru v organismu, aktivuje se imunitni systém a leukocyty za¢nou tvofit protilatky.
Takova je situace u jedinci se zdravym imunitnim systémem. Problém nastava u osob
s imunitni nedostate¢nosti, téhotnych zen a novorozenci. (32)

Velmi nebezpecné jsou infekce te€hotnych Zen, které mohou  vést
k transplacentarnimu pifenosu viru na plod nebo K perinatalni nakaze novorozence.
Infekce u vyvijejiciho se plodu byva doprovézena zvétSenim jater, zvEétSenim sleziny
nebo hepatitidou, coz muze vést az ke smrti plodu. Po porodu se vyskytuje
u novorozencl hluchota, poSkozeni zraku a mentalni retardace. Rizikovym faktorem je
zavazné oslabeni imunitniho systému. U imunosupresivnich pacientli jde o obvykle
o reaktivaci latentniho viru. CMV u téchto pacientl zplisobuje obavané, ¢asto smrtelné
komplikace, které se mohou projevit po transplantacich, u nadorov€ nemocnych,
Vv prib¢hu 1é¢by cytostatiky a u nemocnych AIDS. (8)
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Laboratorni vybér testu se 1isi podle situace.
Mezi rychlé metody CMV patii :

- Prtkaz antigenu a mikroskopie — tyto metody jsou malo citlivé a zastaralé.
- Prikaz nukleové kyseliny ( PCR) — tato metoda je rychla a spolehliva,
kvalitativni 1 kvantitativni a citlivéjsi nez kultivace. Kvantitativni stanoveni se

pouziva pti sledovani ucinnosti 1éCby.

Jako nepfimy prikaz se provadi stanoveni protildtek. Stanoveni specifickych IgG,
IgM, piipadné IgA. IgG jsou anamnestické, pro diagnostiku reaktivace maji maly
vyznam, lze stanovit aviditu IgG. IgM a IgA jsou u akutnich infekci i reaktivaci. Jsou
popisovany nespecifické reakce. Protilatky neznaci imunitu.

U serologie se dobfe poznd primarni infekce, nepoznia se reaktivace. Naopak
u piimého prikazu nerozliSime, zda se jedna o primarni infekci nebo reaktivaci.
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1. Soucasny stav

1.1 Cytomegalovirus (CMV)

Cytomegalovirus patii do Celedi Betaherpesvirinae. Betaherpesvirinae se mnozi
relativné pomalu. Jejich replikaéni cyklus trvd nejméné 24 hodin. Celed
Betaherpesvirinaec zahrnuje tfi rody: Cytomegalovirus, dale = Muromegalovirus,
obsahujici pouze mysi cytomegalovirus (slouzi jako dualezity model lidskych
cytomegalovirovych infekci), a Roseolovirus s lidskymi herpesviry 6 a 7. (24)

Jedinym druhem rodu Cytomegalovirus je lidsky cytomegalovirus (oznacovany téz
jako CMV, nebo Human herpes 5 cytomegalovirus). Infikované bunky se zvétSuji a
obsahuji typické intranuklearni cytomegalické inkluze. Vychazi se z histologického
obrazu infekce — tvorba obrovskych vicejedrnych bun¢k. Jako ostatni herpesviry i CMV
po primarni infekci perzistuje a mize se aktivovat. (32)

1.1.1 Vlastnosti virionu.

Stavba virionu je podobnd jako stavba ostatnich herpesvirl. Genom CMV je
nejvetsi ze vSech herpesvirti (240 000 parta bazi). Je velmi podobny genomu HSV-1 a
obsahuje velky pocet opakovanych sekvenci. Ve virionu bylo zatim popsano na 30
ruznych bilkovin, mnohdy dosti homolognich s odpovidajicimi proteiny jinych
herpesvirti. Dllezité jsou hlavni kapsidovy protein MCP, hlavni obalovy glykoprotein
gB a tegumentové fosfoproteiny pp65 a ppl50 vyuzivané v diagnostice. O vSech
kmenech lidského CMV se soudi, ze patii k jedinému antigennimu typu. CMV je velmi
choulostivy. Musi se uchovavat pii -70<C. Pfi pouhych -20<C neni staly. (32,33)

1.1.2 Mnozeni CMV

Cytomegalovirus se mnozi pomalu. Jeho cyklus trvd 48 az 72 hodin, kratsi je
v aktivné se délicich buitkach. Na rozdil od jinych herpesvirai CMV nezastavuje
bunéény metabolismus, spiSe ho stimuluje. In vitro se nejlépe mnoZzi v primarnich
kulturach lidskych fibroblastii z kiize nebo plic. Jeho adsorpci a penetraci zietelné
usnadiiuje centrifugace virového inokula na tkanovou kulturu. In vivo se CMV nejlépe
mnozi v epitelidlnich bunkdch vyvodd slinnych Zlaz a ledvinnych tubulli. Nové
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nukleokapsidy nahromadéné¢ v bunécném jadie jsou podstatou typickych inkluzi
vzhledu soviho oka. (32)

1.1.3 Zivotni cyklus.

CMYV vstupuje do téla sliznici respiracniho, zazivaciho nebo urogenitalniho traktu a
V prvni fazi generalizace hraje roli virémie. Primarni infekce byva inaparentni a virus po
ni pretrvava v buikach slinnych zlaz a ledvinovych kanalkii, vylucuje se intermitentné
slinou a mo¢i. Posléze imunita dostane produktivni infekci pod kontrolu. Dilezitéjsi je
vtom imunita bunénd nez protilatkova. Po likvidaci produktivni infekce virus
persistuje  predevSim v ledvinnych tubulech a slinnych Zldzach, céstecné
Vv polymorfonukledrnich leukocytech. Aktivace latentni infekce je za normalni situace
rovnéz klinicky némé a projevi se jen kratkodobym vylu€ovanim viru. Kongenitalni
infekce je generalizovand, postiZzena jsou hlavné jatra a mozek, a perzistentni, virus se
vylucuje slinou a mo¢i i nékolik let. (1,31)

1.1.4 Genom

Genom je nesegmentovand, linearni dvousSroubovicovd DNA o délce 200 kb
obsahujici ukoncujici a vnitini repetitivni sekvence. (25)

1.1.5 Exprese genomu

Exprese genomu vSech herpesvirtl je pomérné malo zavisld na enzymech hostitelské
bunky, jelikoz fada enzymu katalyzujicich syntézu DNA herpesviri a nukleotidl je
koédovéana jejich genomem. Jeho transkripci se vytvoii alespoit 50 rliznych proteint.
Transkripce je katalyzovana RNA-polymerdzou II hostitelské buiiky. Regulace genoveé
exprese je koordinaéné regulovana. (25)
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1.2 Cytomegalovirova infekce

Jak jsem jiz zminila, jednd se o velmi castou virovou infekci. Lidsky
cytomegalovirus je rozsifen po celém svéte. V lidské populaci se udrzuje v latentni fazi,
odhaduje se, Ze 50% - 80% populace je timto virem promotena. U vétSiny se pfiznaky
projevi v détstvi. Pfiznaky mohou byt rizné, mize se projevit infekéni mononukledza
spojena s horeckou a hepatitidou.

1.2.1 Priznaky cytomegalovirové infekce

Jak bylo jiz ptedeslano, infekce u zdravych lidi probihd vétSinou bez klinickych
pfiznaki, protoze zdravy imunitni systém si s virem pomérné snadno poradi. Jind je
situace jeho oslabeni. Tyké se to pfedevSim transplantaci orgdnii a onemocnéni AIDS.
(12)

Ptenos nékazy transfuzi nebo latentné infikovanym Stépem (ledvina, kostni dfen),
nebo aktivace latentni infekce pifi terapii imunosupresivy vede casto k vaznym
komplikacim klinického stavu nemocnych po transplantaci. Mize se objevit horecka,
znamky infekéni mononukle6zy nebo poruch jaternich funkci. Cytomegalovirové
infekce po transplantacich jsou odlisné u piijemct organovych $té€pi a piijemct kostni
dfené. U pfijemct ledvin, srdce a jater dochazik pfenosu infekce V zavislosti
na sérologickém stavu darce a pfijemce a na stupni imunosuprese v 60 az 100%.
transplantovanymi organy. Infekce muze probihat jako invazivni onemocnéni s t€zkym
postizenim gastrointestinalniho traktu, jater nebo plic. Velmi nebezpecna je CMV
infekce u pfijemct alogenni kostni dien€. Zdrojem virt jsou spise dlouhodobé podavané
krevni  produkty nez transplantovand dfen. NejzavaznéjSim  syndromem
u transplantovanych pacientii je nejCastéji septicky prubeh s postizenim vice orgéant.
MiiZe nastat 1 intersticialni cytomegalovirovd pneumonie a cytomegalovirova kolitida.

(8)

vV

U nemocnych infikovanych HIV je CMV jednou z nejcastéjsich komplikaci (hlavné
retinitida, kolitida, miZe byt 1 pneumonie a encefalitida). VétSina pacientli s rozvinutym
AIDS vykazuje znamky aktivni CMV infekce a je zcela ziejmy vztah mezi invazivni
CMV infekci a €asnym umrtim pii AIDS.
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trimestru. Ve vice nez 10% ptipadii mize zpusobit vazna poSkozeni plodu. Infekce
plodu se nazyva tzv. vrozena kongenitalni infekce. Pokud se vyskyt potvrdi, doporucuje
se ukonceni tehotenstvi. Vrozend infekce se totiz miize projevit odumienim plodu,
vznikem vrozenych vad mozku, srdce ¢i oka, poSkozeni sluchu psychomotorickou
retardaci (celkové zpomaleni vyvoje). Déle celkovou infekci novorozence, kterd ma
za nasledek nizkou porodni hmotnost, Zloutenku, chudokrevnost, krvacivé projevy,
zvétSeni jater a sleziny, zanét plic. Alarmujici jsou vysledky nedavnych studii, které
prokazaly, ze asi tfetina zen u nas nema proti cytomegaloviru vytvorené protilatky, a
proto u nich hrozi vyse popsana rizika. (26)

DalSim zavaznym problémem je cytomegalovirova infekce v dobé téhotenstvi.
Neékdy dochazi béhem tehotenstvi, nejéastéji v poslednim trimestru, k aktivaci latentni
infekce a tim cCasto i k nakazeni plodu béhem porodu. U zdravych donosenych déti
nejcastéji probéhne infekce bezpiiznakoveé. U déti nedonoSenych nebo s poruchou
imunity muze vSak zplsobit riiznd onemocnéni, napiiklad zapal plic, zanét traviciho
traktu ¢i septické onemocnéni (t€zké systémové projevy). Nastésti pfi reaktivované
latentni infekci je pravdépodobnost postizeni plodu relativné mala — asi 1%.

1.2.2 Prevence cytomegalovirové infekce

Prevenci je dodrzovani standartnich hygienickych zéasad, vySetfovani darcti krve a
organt k transplantaci a vyloucit z darcovstvi infikované darce pfedev§im u neimunnich
ptijemci. T€hotné Zen€ s primarni cytomegalovirovou infekci se doporucuje preruSeni
gravidity. (25)

1.2.3 Lécba cytomegalovirové infekce

Cytomegalovirové infekce u zdravych jedinct vétSinou nevyzaduji zadnou lécbu,
1&¢i se jen eventualni priznaky, jako u jinych viréz. U oslabenych jedinct se pouzivaji
antivirotika, nejcastéji ganciclovir. DalSimi léky mohou byt foskarnet nebo cidofovir.
Lécba je dillezita zejména u pacientl po transplantacich. V téchto pfipadech je dilezita
kvantitativni diagnostika CMV a sledovani odezvy na lé¢bu vzhledem k toxicité
pouzivanych antivirotik. O¢kovéani zatim neni, probihaji studie a vakciny jsou ve fazi
vyvoje. (8,26)
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1.3 Diagnostika

1.3.1 Diagnostika pomoci serologie

Diagnostika CMV infekce — posouzeni stavu imunity. Stanovuji se IgG protilatky
proti antigenu CMV v lidském séru. Metoda je zalozena na principu ELISA. Hladina
CMV IgG protilatek se stanovuje podle poméru mezi hodnotou optické denzity vzorku
a cut-off nebo podle kalibracni kiivky sestavené podle kalibratord. IgG protilatky lze
vyjadfit v jednotkdch AU/ml (arbitrazni jednotky) nebo IU/ml (mezindrodni jednotky).

©)

Dalsi diagnostika aktivni infekce CMV — stanoveni IgM protilatek proti antigenu
CMV v lidském séru. Tato metoda je zalozena na principu ELISA typu ,,capture®.
Pritomnost nebo nepfitomnost specifickych CMV IgM protildtek se stanovuje
porovnanim hodnoty absorbance vzorku s hodnotou cut-off. Vétsinou svedéi pro aktivni
infekci. (9)

Prikaz CMV na tkanovych kulturdich — metoda zaloZena na kultivaci na buikéach.
Viry rostou s typickym cytopatickym efektem. Je mozné identifikovat virus obarvenim
monoklonalni protilatkou. (3,12)

Obr. €. 1: Mikroskopie CMV na tkénovych kulturach  zdroj: imuni.cz
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1.3.2 Diagnostika metodami PCR

Jednou z metod pouzivanych ke kvalitativnimu stanoveni DNA CMYV vV klinickém
materialu v laboratofi molekularni biologie a genetiky v Nemocnici Ceské Budgjovice,
a.s., je metoda nested PCR — k prikazu CMV se pouziva in house metoda, kdy se
pomoci nested PCR (téz ,dvojitd PCR*) se dvéma pary specifickych primert
amplifikuji useky virové DNA, které jsou nasledné detekovany na agarézovém gelu
Vv elektroforéze. (16,28)

Kvalitativni stanoveni DNA CMYV pomoci Real Time PCR na pfistroji Rotor Gene —
pomoci specifickych primeri a specifickych fluorescenénich sond dochazi k amplifikaci
specifického useku DNA a bezprosttedni detekci amplikonu ve fluorescenénim kanalu
Cycling Green piistroje Rotor-Gene Q.

Kvantitativni stanoveni DNA CMV metodou Real Time na pfistroji LightCycler.
Kvantitativni hodnoceni se uvadi v mnozstvi kopii/ml vzorku (napt. krevni plazmy).
Jedna se o variantu PCR, kterd umoznuje pfimou kvantifikaci PCR produktu v pribéhu
reakce. LightCycler umoznuje kontinualné monitorovat prirustky fluorescence béhem
kazdého cyklu. Zakladni podminko je pfitomnost fluorescenniho substratu, ktery se
vaze na syntetizovanou DNA a uroven detekované fluorescence pak odrazi mnoZstvi
nasyntetizované nukleové kyseliny. Pouzivané substraty lze zatadit do dvou skupin:
1.nespecifické — nespecificky se vaZzou na dvouvlaknovou DNA — typicky SYBR Green,
2.specifické — sondy — ve své struktufe maji oligonukleotidovy fetézec, kterym se
hybridizuji k PCR amplikonu. Pracuji na principu FRET (fluorescence resonance
energy transfer) mezi fluorescen¢nim barvivem (fluorofor — F nebo R) a zhaSeCem
(quencher — Q). Narust fluorescenéni aktivity je zpusoben zvySenim vzdalenosti mezi
molekulou R a Q po rozstipnuti navazané sondy polymerazou. (19,30)

Metody PCR budou bliZe popsany v metodice bakalarské prace.
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2. Cile prace

e Zavedeni metody Real-time PCR pro rutinni kvalitativni a kvantitativni
diagnostiku v klinickych materialech

® Porovnani metod izolaci DNA CMV mezi manudlni izolaci a izolaci pomoci
automatickych izola¢nich pfistroji

2.1 Hypotézy

Predpokladam, ze rozdily mezi manuélni izolaci DNA CMV a izolaci automatickou
na izolatoru MagCore budou srovnatelné.
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3. Metodika

3.1 Struktura a vybaveni laboratore

Pro PCR diagnostiku je nezbytné funkéni c¢lenéni pracovisté (jednotlivych
laboratornich mistnosti), aby se zabranilo kontaminaci vzorki a tim se ptedeslo
piipadnym falesné pozitivnim vysledktim.

3.1.1 Izola¢ni mistnost

Zde dochazi kpfijmu materialu, jeho zaevidovani do databize a ptipadnému
uchovani pred jeho zpracovanim. V izola¢ni mistnosti probih4 izolace virové DNA.

3.1.1.1 Vybaveni laboratore (Izola¢ni mistnost):

2 boxy slaminarnim proudénim vzduchu a HEPA filtry — zde se

manipuluje se vzorky a provadi se manudlni izolace virové DNA.

e Dalsim nezbytnym vybavenim laboratofe je AccuBlock — Dry block
od firmy Labnet (2ks). Jednd se o termostat se Sirokym teplotnim
rozsahem (az do 150°C). Pozadovand hodnota se nastavuje pomoci Sipek
a jeji hodnoty se zobrazuji na digitdlnim displeji. Uvniti bloku dochézi
k rovnomérnému rozlozeni teploty, takze vSechny vzorky jsou vystaveny
stejné teploté, bez rozdilu jejich umisténi v dry blocku. Block je
pro max. 24 vzork.

e Centrifuga — velka stolni odstiedivka s rotorem urCena ke staceni
zkumavek s odebranou krvi ziskani krevni plazmy.

e Centrifuga — mald stolni centrifuga urena pro mikrozkumavky —
eppendorfky. Mé aktivni chlazeni a max. nastavitelnou rychlost otacek
az na 25 000g.

e \ortex —slouZi k protfepani a promichani vzork

e Mikrozkumavky - sterilni

e Pipety — Pasteurovy (plastové) — sterilni

e Mikropipety — rozd€lené k pouziti zvlast' na vzorky a zvlast’ na roztoky —
o objemech 0,5-5 pul, 1 —10 pl, 2 —20 pl, 10 — 100 pl, 100 — 1000 pl.

e Sterilni $picky s filtrem k mikropipetam
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e Stojanky na zkumavky a mikrozkumavky
e Rukavice — latexové bez pudru
e Izolac¢ni kity

3.1.2 Mistnost pro pripravu reak¢énich smési — Master mix

Jedna se o mistnost, kde se pfipravuji reagencni smési — master mixy. Jde o sterilni
mistnost, kam nesmi v zadném ptipad¢ ptijit materidl, izolat nebo produkt PCR.

3.1.2.1 Vybaveni laboratore pro Master mix:

e PCR boxy
e Mikrocentrifuga
e \ortex

e Mikropipety

e Mikrozkumavky ( o objemu 200 pl a 500 pl)

e Sterilni $picky s filtrem

e Chladici stojanky

e Rukavice bez pudru

e Chladici a mrazici zafizeni pro uchovani reagen¢nich ¢inidel

3.1.3 Laborator PCR

Jde o mistnost, ve které probiha amplifikace PCR.

3.1.3.1 Vybaveni laboratore pro amplifikaci PCR:

e Thermocyclery
e Rotor Gene Q (od firmy QIAGEN) cycler pro RT-PCR a pfislusny pocita¢
se softwarem pro Rotor Gene Q
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e LightCycler (od firmy ROCHE) a pfislusny pocita¢ se softwarem
pro LightCycler

e Rukavice bez pudru

e Stojanky pro mikrozkumavky

3.1.4 Laborato¥ pro nested PCR

Jednd se o tzv. prepichovaci mistnost. Zde se v boxu piepichuji produkty z 1. PCR
do ptipravenych master mixt pro 2. PCR.

3.1.4.1Vybaveni nested laboratore:

e PCR box (prepichovaci)

e Mikropipeta na vzorky

e Mikropipeta na pozitivni kontroly
e Rukavice bez pudru

3.1.5 ELFO laborator

V této mistnosti se provadi odecet PCR produkt pomoci elektroforézy.

3.1.5.1 Vybaveni ELFO-laboratore:

e ELFO vany - SCIE - PLAS

e Zdroje napéti se stejnosmeérnym proudem

e Digestor

e Transluminator — Biometra

e Pfistroj k vyhodnocovani vysledkt — MiniBis

e IxTBE puft, agardza, ethidium bromid — pro ptipravu agarézového gelu
e Mikrovinna trouba

¢ Rukavice bez pudru
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3.2 Pouzité metody izolaci DNA CMV:

1. Manuélni izolace DNA CMV pomoci kitu QIAmp DNA Mini Kit
(firma QIAGEN)

2. Izolace DNA CMYV pomoci izolatoru MagCore ( MagCore Genomic DNA
Whole Blood Kit ( RBCBioscience)).

3.2.1 Manualni izolace DNA CMV

3.2.1.1 Obsah izolaéniho kitu

Kit QIAmp DNA Mini Kit obsahuje tyto reagencie:
Ethanol (99%), roztok AW1, roztok AW?2, roztok AE, roztok AL, proteinazu K.

Ethanol (99%) je pfipravovan a dodan z lékarny Nemocnice C. B. Pufr AW1 se pfipravi
smichanim s pozadovanym mnozstvim ethanolu (99%) — dano vyrobcem a je skladovan
pfi laboratorni teploté. Taktéz pufr AW2 se smicha s pozadovanym mnozstvim ethanolu
(99%) — dano vyrobcem a skladuje se pfi laboratorni teploté. AE je pfipraven piimo
Kk pouziti, skladuje se pii pokojové teploté. Proteinaza K se musi rozalikvotovat
po mensich mnozstvich a je nutné ji zamrazit, tedy uchovavat  pfti zhruba -20°C.

3.2.1.2 Postup prace pii manualni izolaci

Cytomegalovirus jsem izolovala z téchto klinickych materiald: plna krev, plazma,
mozkomis$ni mok, mo¢, matetské mléko, biopsie, sputum, stér.

Pro srovnani izolaci jsem pouZila zejména nesrazlivou krev s ptidavkem EDTA a
krevni plazmu.

Krev po pfijeti do laboratofe a nasledném zapsani do databaze je inkubovéna
ve vertikélni poloze ve stojanku pii laboratorni teploté zhruba 30 minut. Poté je odebran
vzorek horni frakce sleukocyty minimaln€ 200ul do sterilnich 1,5ml zkumavek
eppendorfek oznafenych jménem pacienta a identifikacnim cislem pacienta. Zbytek
vzorku v puvodni zkumavce je centrifugovan pii 2500 x g a ziskana plazma je odebrana
rovnéz do 1,5ml zkumavek eppendorfek oznacenych jménem a identifikacnim cislem
pacienta. Vzorky jsou pak uchovany v mrazicim boxu az do doby izolace DNA.
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Pied samotnou izolaci je nutné vzorek z mraziciho boxu nechat rozmrazit a pfipravit
stojanek se zkumavkami na jednotlivé reagencie. Pro izolaci jednoho vzorku se
pfipravuje v tomto porfadi: 1,5ml zkumavka — sbérna zkumavka s kolonkou —1. sbérna
zkumavka — 2. sbérna zkumavka — 1,5ml zkumavka eppendorfka. Posledni zkumavka se
popise Cislem izolace, které se ur¢i pomoci tzv. pracovniho protokolu, jménem pacienta,
identifika¢nim Cislem pacienta.

Izolace se provadi v izola¢ni mistnosti V izola¢nim boxu.

Po rozmrazeni se vzorky dukladn¢ zvortexuji (promichaji) a kratce Stoci
v centrifuze, aby neziistdval vzorek na vicku zkumavky. Zapne se suché lazen, nastavi
na teplotu 56°C a necha se vyhtat na pozadovanou teplotu. Do prvni pfipravené prazdné
zkumavky se napipetuje 20ul proteinazy K, piida se 200ul vzorku a 200ul AL pufru.
Ve se dukladné zvortexuje (min. 15s). Zkumavka se pak ulozi do suché lazn¢, kde se
nechd inkubovat 15 minut v 56°C. Po této dobé se provede kratka centrifugace. Do této
zkumavky se pak piida 200ul 99%niho ethanolu, opét dikladné (15s) zvortexuje, stoci
Vv centrifuze a cely obsah zkumavky se opatrné prelije na kolonku. Pokud se vytvofi
ve zkumavce usazenina, ponechava se v mikrozkumavce, aby se kolonka neucpala.
Zkumavka s kolonkou se dale to¢i v centrifuze pii 6000 x g po dobu jedné minuty.
Po stoceni se kolonka pfendd do Cisté 1. sbérné zkumavky a pfida se pipetou 500ul
AWI pufru, ktery je soucasti izola¢niho kitu. Opét probéhne centrifugace 6000 x g
po dobu jedné minuty. Kolonka se pfenda do prazdné Cisté 2. sbérné zkumavky a piida
se 500ul AW2 pufru. Centrifuguje se min. 13 000 x g 3 minuty. Poté se kolonka
premisti do sterilni 1,5ml mikrozkumavky a ptida se 100ul AE pufru (tzv. Elution
buffer) a neché inkubovat cca 3 minuty pii pokojové teploté. Centrifuguje se 6000 x g /
I min.. Po stoc¢eni se nachazi v mikrozkumavce cca 100ul vyizolované¢ DNA. Ta je
pfipravena pro pouZiti do PCR reakce. Takto vyizolovanou DNA lze uchovavat kratkou
dobu Vv lednici, jinak je nutné ji uchovavat v mrazicim boxu (pfi chladni¢kové teploté
po delsi dobu by mohla DNA degradovat). Hotovy izolat l1ze pouzit pro jakoukoli
metodu PCR, pro kvalitativni 1 kvantitativni vySetfeni.

3.2.2 1zolace DNA CMV pomoci izolatoru MagCore za pouziti MagCore Genomic
DNA Whole Blood Kitu (RBCBioscience)

Jednd se o automat, ktery pracuje na principu magnetické technologie k zachyceni
nukleové kyseliny.
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Pricipy izolatora :

Jde 0 metody kizolaci nukleovych kyselin, které vyuzivaji —magnetické ( také
paramagnetické ) ¢astice. Magnetické Castice jsou kulovité utvary v rozmezi velikosti
Snm az 100um, jejichz jadro je tvofeno magnetickymi oxidy Zeleza (maghemit,
magnetit, ferriy zlata, kobaltu, manganu a médi). Povrch ¢astic je dale modifikovan tak,
aby mohl vazat vlakna nukleovych kyselin. Samotna izolace pak probiha tak, Ze
ke vzorku nukleovych kyselin se ptidaji magnetické ¢astice a cilené molekuly se na né
navazi. Poté se zkumavka pfiblizi k ptisobeni magnetu, magnetické Castice se ptitahnou
ke stén¢ zkumavky a zbyly roztok s nenavdzanymi Casticemi se odstrani. Nasleduje
omyvani a uvolnéni nukleovych kyselin z komplexu do nami piidaného roztoku.
Magnetické castice jsou opouzdieny latkou, ktera umozni navazani cilového objektu.

Jednd se o anorganicky oxid nebo organicky polymer. Nejvice se uplatiluje
silika ( Si0O,). (10,12)

3.2.2.1 Pouzité reagencie pro izolaci v izolatoru MagCore a jejich skladovani

Pfedplnéna cartridge, sterilni mikrozkumavky pro nandani vzorkli, mikrozkumavky
s vickem na izolat, $picky s filtrem — vse je soucasti Genomic DNA Whole Blood Kitu a
skladuje se pfi laboratorni teploté.

3.2.2.2 Pracovni postup pri izolaci v izolatoru MagCore

Jako klinicky material jsem opét pouzivala zejména nesrazlivou krev s piidavkem
EDTA a krevni plazmu, tedy stejny materidl jako u manudlni izolace, abych mohla
provést srovnani jednotlivych izolaci.

Nejprve se necha ptistroj vysvitit UV svétlem a rovnéZ po kazdém béhu izolace na
izolatoru se provadi sterilizace UV svétlem. Pokud jsou vzorky na izolaci zamrazené,
nechame je uplné rozmrazit. Vyjmou se kovové stojanky z piistroje a vlozi se do nich
dle poctu izolaci pfedplnéna cartridge, Zkumavky na vzorky, $pi¢ky a zkumavky na
izolat, které se popisi Cislem izolace (dle pracovniho protokolu), jménem a
identifikaénim cislem pacienta. Pouzivaji se cartridge s ¢iselnym oznacenim 101.
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V izola¢nim boxu se do pfipravenych zkumavek sterilni pipetou odebere 200l vzorku.
Vse se umisti do pfistroje a spusti ptislusny program. Ten se voli stejnym ¢islem, které
je uvedeno na cartridgi, v tomto ptipad¢ program ¢. 101. Izolator je schopen vyizolovat
jeden az 16 vzorkl soucasné. Izolace trva celkem 45 minut bez ohledu na to, kolik
vzorkli se v izolatoru nachazi. Po ukonceni programu se vyjmou izobaty, které¢ se
uchovavaji jeden den v lednici, po delsi dobu v mrazicim boxu. PouZité cartridge,
Spicky a zkumavky od vzorki se zlikviduji, pfistroj se dezinfikuje a vysterilizuje UV
svétlem. Ziskany izolat Ize pouzit pro metody PCR, kvalitativni i kvantitativni
stanoveni.

Po izolaci DNA nasleduje reakce PCR.
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3.3 PCR

3.3.1 Obecna charakteristika PCR

PCR pochazi zanglického nazvu Polymerase Chain Reaction a znamena
polymerazova fetézova reakce. PCR byla vyvinuta v Cetus Corporation Emeryville
v Kalifornii a v roce 1985 byla Kary B. Mullisem uvedena do praxe. Principem metody
je enzymatickd amplifikace DNA in vitro syntézou mnoha kopii vybrané sekvence
DNA v cyklické reakcei o tiech teplotnich fazich. (16)

PCR DNA spociva v cyklickém opakovani 3 krokt:

1. Denaturace
2. Hybridizace
3. Syntéza nového vlakna iseku DNA na zékladé komplementarity.

Denaturace. Kazdéa typickd PCR zacina tepelnou denaturaci vzorki DNA na dva
jednoduché tetézce pii teploté 95°C. Reakce je zalozena na schopnosti dvouvlaknové
DNA denaturovat pii vysoké teplot¢ a opétovné renaturovat po jejim sniZeni
za zachovani pravidla komplementarity bazi. Jestlize jsou znamy nukleotidové sekvence
na koncich urcitého tseku DNA, je mozné usek amplifikovat pomoci této polymerazové
fetézové reakce.

Hybridizace. Tato faze spociva v ochlazeni vzorku na 30 az 65°C. Pfi této teploté
dochazi k nasednuti primerti na komplementarni 3¢ konce cilové DNA. Primery nebo-li
startéry jsou synteticky pfipravené jednovldknové oligonukleotidy, které maji sekvenci
komplementarni k sekvencim na 3 konci obou vladken rozmnoZovaného tuseku. Skladaji
se z pfiblizn¢ 20 nukleotidi. Primery jsou pfedem nasyntetizovany a jejich syntéza
probiha na plné€ automatizovanych pfistrojich.

Syntéza nového vldkna Useku DNA na zdkladé komplementarity. Jako zéklad
pro syntézu novych vldken slouzi pravé primery. Aby bylo dostatek substratu
pro syntézu novych vldken, je v PCR reakci pfitomno nadbytené mnozstvi
deoxynukleotidtrifosfatti. Syntézu novych vldken katalyzuje termostabilni DNA
polymeraza. DNA polymeraza je enzym, ktery byl izolovan z bakterie Thermophilus

ey

aquaticus, zijici ve vyveérech horkych minerdlnich prameni. V molekularné
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biologickych laboratofich je znam pod oznacenim Taq-DNA-polymeraza. Tato
polymeraza prodluzuje vlakna DNA smérem od obou primert , ve sméru od konce 5°
ke 3¢ konci pfi optimalni teploté¢ 72°C, a zistava aktivni 1 po zahiati na 95°C, nutnych
k denaturaci. Kdyz je syntéza obou vldken skoncena, je zkumavka s PCR reakci opét
zahtata na 95C, aby doslo k denaturaci nové vytvorenych DNA duplext a cely cyklus
zacina znovu.

Produkty PCR se nazyvaji amplikony a jsou to useky definované délky, jejichz
velikost se pohybuje obvykle v desitkach, stovkach ¢i tisicich para bazi (bp). Pfitomnost
amplikonli v reakéni smési se prokazuje obvykle stanovenim jejich velikosti pomoci
elektroforézy v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu nebo kvantitativnim
méfenim mnozstvi produktu PCR. (16,28)

3.4 Kvalitativni stanoveni DNA CMV

3.4.1 Metoda nested PCR

Jednou z pouzivanych metod k prikazu CMV je v laboratoti molekularni biologie a
genetiky v Nemocnici Ceské Budgjovice, a.s., in house metoda, kdy se pomoci nested
PCR (téZ “dvojita PCR*) se dvéma pary specifickych primerti amplifikuji Gseky virové
DNA, které jsou nasledné detekovany na agar6zovém gelu v elektroforéze. Prvni
dvojice PCR primeri se amplifikuji, zmnoZzuji fragment. Druhd dvojice primert jsou
tzv. vnofené primery (tzn. vnofené do prvniho fragmentu). Ty se vazi uvnitf prvniho
fragmentu PCR produktu. Ve druhém kole nested PCR se zvySuje mnozstvi produktu
tak, ze jako vstupni templat se pouzije predamplifikovany produkt z 1. PCR. Zvysi se
tak citlivost, a pouzitim vnitinich primert se zajisti vétsi specifita. (30)

1. PCR CMV
Sekvence primert pro 1. PCR:

e CMV1 - TCC AAC ACCCACAgT ACCCqgT
e CMV2 - Cgg AAA CgA Tgg TgT AgT TCqg (27)

27



3.4.1.1 Priprava master mixu pro 1. PCR

Provadi se v laboratofi pro master mixy v PCR boxu dle nasledujici tabulky:

Tabulka ¢. 1: Schéma ptipravy reakéni smési pro 1. PCR pro jeden vzorek

Reak¢ni smés pro jeden vzorek

Reagencie mnozstvi [ ul |
PCR H,0 13
BIOTOOLS dNTP‘s 2,5 mM 2
BIOTOOLS 10x buffer with MgCl, 2,5
Primer CMV1 (10 pM / ul) 1
Primer CMV2 (10 pM / ul) 1
BIOTOOLS DNA polymerase 1U / pl 0,5

Smés se pripravuje V chlazeném stojanku a rozpliuje po 20ul do sterilnich PCR
mikrozkumavek o objemu 0,2ml. Zkumavky se popisuji ¢islem pacienta dle denniho
pipetovaciho protokolu. Pro kazdy nasledujici den se pouziva jiné barevné oznaceni.
Kromé master mixti pro dany pocet vzorkl se vzdy micha soucasné¢ jedna reakéni smeés
pro pozitivni kontrolu a reakéni smés pro negativni kontrolu. Ty nam slouZi jako interni
kontrola kvality. Vysledky pozitivni kontroly a negativni kontroly se pak uvadi
do protokolu. Do mikrozkumavek urcenych pro negativni kontrolu se v boxu
Vv laboratofi pro master mix pridava dionizovana voda (PCR grade). Mikrozkumavka
s negativni kontrolou je v dané sérii vzdy jako posledni v fadé. Takto pfipravena a
rozplnénd reak¢ni smés je na chlazeném stojanku ptenesena do izola¢ni laboratote, kde
je vizola¢nim boxu piidano Sul vyizolované DNA vzorku a Sul znamé pozitivni DNA
CMV, kterd slouzi jako pozitivni kontrola. Je dilezitd pro velikost fragmentl pii
odecitani po probéhnuti v elektroforéze.
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Vlastni amplifikace probiha v laboratoti PCR v termocycleru. Program pro 1.PCR
probiha dle nasledujiciho teplotniho profilu:

94°C 3min 1x

92°C 1 min

45°C 1 min 35X

72°C 1 min

72°C 7 min Ix

10°C teplota pro uchovani PCR fragmentt

Po ukonceni 1. PCR je pfipraven reakéni mix pro 2. PCR.
Sekvence primert pro 2. PCR:

e CMV3 - gTC AAg gAT CAg Tgg CAC AgC
e CMV4 - gTAQCT ggC ATT gCg ATT ggT (27)

3.4.1.2 Priprava master mixu pro 2. PCR

Provadi se v laboratofi pro master mixy v PCR boxu dle nésledujici tabulky:

Tabulka €. 2: Schéma ptipravy reakéni smési pro 2. PCR

Reakéni smés pro jeden vzorek

Reagencie mnozstvi [ ul ]
PCR H0 13
BIOTOOLS dNTP‘s 2,5 mM 2
BIOTOOLS 10x buffer with MgCl, 2,5
Primer CMV3 (10 pM / ul) 1
Primer CMV4 (10 pM / ul) 1
BIOTOOLS DNA polymerase 1U / ul 0,5
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Smeés se opét pripravuje na chlazeném stojanku a rozpliuje po 20ul do sterilnich
PCR mikrozkumavek o objemu 0,2ml.

V laboratofi pro nested PCR pak probéhne ptepipetovani produktd z 1.PCR
do reakcéni smési pro 2.PCR. Z 1.PCR se ptidava 5ul vzorku do 2.PCR. Vlozi se
do termocycleru a spusti pfislusny program pro 2.PCR CMV. Ten je v nasem ptipadé¢
stejny jako u 1.PCR. Po ukonceni programu v termocycleru jsou produkty PCR
pfeneseny do ELFO laboratofe, kde probéhne detekce na agarézovém gelu
v elektroforéze.

3.4.1.3 Detekce a vyhodnoceni

Detekce probihd na zaklad€ separace fragmenti produktl PCR v agar6zovém gelu
Vv elektrickém poli v elektroforéze. K vizualizaci slouzi fluorescence ethidium bromidu
pii osviceni UV svétlem. Ethidium bromid je interkalacni ¢inidlo, které se vtésna mezi
vlakna nukleovych kyselin, a tim umoziuje fluorescenci DNA fragment.

Piipravuje se 2% agardzovy gel V TBE pufru. Kjeho ptipravé poticbujeme 1g
agardzy a 50ml IXTBE pufru. TBE pufr je pfipravovan v nemocnicni lékarné a jeho
slozeni je: Tris, kyselina borita, EDTA, H,0, pH=8,0. Agarézu smichame s pufrem
ve sklenéné bance, fadné¢ zamichame a piikryje se sklenénym sklickem. Poté se umisti
do mikrovlnné trouby a nechd zahtat pii 70% vykonu po dobu pfiblizn€¢ 2 minut.
Agar6za se musi zcela rozpustit, aby se v gelu netvotily hrudky a gel byl hladky. Gel se
ochladi a v digestofi s ventilaci se do n¢j ptidaji 2 kapky ethidium bromidu a krouzivym
pohybem se promichd. PonévadZ je ethidium bromid karcinogenni latka, pracujeme
Vv nitrilovych rukavicich. Gel nalijeme rovnomémé do ELFO vanicky olepené lepici
paskou a opatiené ELFO hiebeny pro vytvofeni otvorii (jamek). Gel se necha
miniméln¢ 30 minut ztuhnout. Po Uplném ztuhnuti gelu se opatrné odstrani hiebeny.
Vanicka se ztuhlym gelem se premisti do elektroforézy — do ELFO vany. Do vany se
nalije 1x TBE pufr tak, aby gel byl fddné ponoten. Stejnosmérny proud se pohybuje
od zaporného poélu ke kladnému poélu, proto je nutné umistit jamky v gelu k zapornému
polu. Do jamek se nanasi 12ul PCR produktu, ktery se smicha s pufrem obsahujicim
bromfenolovou modi a glycerol, véetné pozitivni a negativni kontroly. Tento pufr je
velmi dulezity — svou hustotou udrzuje vzorky na dné¢ jamky a barvivo slouzi
k vizualizaci fragmenti DNA. Vana se uzavie vikem a zapne se zdroj napéti (120V),
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ke kterému je elektroforéza napojena. Zde bézi stejnosmérny proud. Po 45 minutach az
jedné hodiné je elektroforéza vypnuta a gel opatrné vyjmut a premistén do snimaciho
systému MiniBis. Ten je opatfen UV transiluminatorem a kamerou. Zde se zhotovi
fotografie gelu, kterd se zobrazi na monitoru PC, ktery je pfipojen k systému MiniBis.
Vysokoskolsky pracovnik provede vyhodnoceni a ulozi vysledky s datem a stru¢nym
popisem fotografie gelu.

Pro stanoveni CMV dochazi k separaci fragmentli v agarézovém gelu 0 téchto
velikostech:

PCR1 = 268 bp
PCR2 =183 bp

Pro presnéjsi vyhodnoceni davame do prazdné jamky do gelu vedle vzorkt, pozitivni
kontroly a negativni kontroly, jest¢ velikostni standard molekulové hmotnosti tzv.
marker (ladder). V nasi laboratofi je pouzivan velikostni Ladder 50.

DNA Mass Base Pairs
(ng/5l)
030
€3
30
8 5
i i
% 30
3% 30
30 - 250
80 — 200
30 — 150
40 —100
30 —5
1% TAE agarose gel
Obr. ¢. 2: Ladder 50 zdroj: http://www.neb.uk.com/

Na obrazku je zndzornén velikostni standard Ladder 50 na agarézovém gelu
z elektroforézy. Po pravé strané sloupce jsou znazornény ¢iselné hodnoty velikosti
udavané v bp (paru bazi).
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3.4.2. Real Time PCR na pristroji Rotor Gene

Kvalitativni stanoveni DNA CMV lze provadét také pomoci Real-time PCR
na pristroji Rotor Gene.

Metoda Real-time PCR (tzn. v redlném case) je zaloZzend na sledovani pribéhu
polymerazové fetézové reakce piimo béhem reakce. Déje se tak pomoci fluorescen¢nich
barviv nebo sond, které detekuji mnozstvi produktu PCR jiz béhem reakce. Vyhodou je,
ze mnozstvi produktu 1ze kvantifikovat. Protoze ke kvantifikaci DNA CMV vyuZivame
jesté jinou PCR metodu, proto tuto metodu zatim vyuzivame ke kvalitativnimu
stanoveni. (27)

K detekci CMV pouzivame systém Real Time PCR — TagMan SNP Genotyping
Assays firmy Applied Biosystems. Pomoci specifickych primerd a specifickych
fluorescen¢nich sond dochéazi k amplifikaci specifického useku DNA bezprostfedni
detekci amplikonu ve fluorescen¢nim kanalu Cycling Green pfistroje Rotor Gene.
K termocycleru Rotor Gene Q je pfipojena pocitacova jednotka se softwarem pro
ptistroj Rotor Gene Q.

3.4.2.1 Reagencie a skladovani:

e Mix specifickych primert a sond — pfed prvnim pouZitim se musi rozplnit
do oznacenych sterilnich mikrozkumavek do 10ul, ulozit do oznacené krabicky
a skladovat v mrazicim boxu.

e Voda pro PCR — taktéz se skladuje v mrazicim boxu

3.4.2.2 Priprava amplifika¢ni reakce

Amplifika¢ni smés se pripravuje v laboratofi pro Master Mix v PCR boxu. Pro jeden
vzorek se pfipravi smichanim 19ul smési, kterd obsahuje 8,75pu1 PCR H»O, 10,0ul
SuperShot Master Mixu a 0,25ul smési specifickych primert a sond, s jednim pl
templatové DNA (nebo 1ul pozitivni kontroly, nebo 1ul vody pro negativni kontrolu).
Celkovy objem amplifikacni smési tak ¢ini 20ul.
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Smés se pripravuje na chlazeném stojanku a je rozpipetovana do sterilnich PCR
zkumavek o objemu 0,2ml s plochym vickem. Zkumavky se oznacuji pouze na vicku.
Ptipravuje se i vzorek pro pozitivni kontrolu.

V izola¢ni mistnosti se pak do reakéni smési piidava Sul vyizolované DNA.

Vlastni amplifikace a detekce probihd v PCR mistnosti na pfistroji Rotor Gene Q
pomoci nasledujiciho schématu:

94°C 2 min 1x
94°C 10 sec
60°C 20 sec 30x

72°C 1 min

3.4.2.3 Detekce a vyhodnoceni

Ptistroj Rotor Gene Q pomoci Rotor Gene Q software automaticky detekuje
pfitomnost amplifikované virové DNA.

3.5 Kvantitativni stanoveni DNA CMV

V laboratofi molekularni biologie a genetiky v Nemocnici Ceské Budgjovice, a.s., se
kvantitativni stanoveni DNA CMV provadi metodou Real Time PCR na pfistroji
LightCycler.

Pro detekci a kvantifikaci CMV DNA se zde pouziva komeréni kit Artus CMV LC
PCR pro real-time PCR na pfistroji LightCycler.

CMV LC Master obsahuje reagencie a enzymy pro specifickou amplifikaci 105 bp
dlouhého useku genomu CMV a také pro bezprostiedni detekci amplifikdtu pomoci
pristroje LightCyclerl.2. Kromé toho souprava obsahuje i druhy heterologni
amplifikacni systém pro priikaz potencidlni PCR inhibice zaloZeny na detekci interni
kontroly (IC). Analyticky limit detekce pfitom neni negativné ovlivnén. IC je pfidavana
do kazdého vzorku a pozitivni a negativni kontroly a spolecné s cilovou sekvenci
prochazi celym procesem PCR amplifikace a detekce.
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Soucasti kitu jsou i kvantifikované standarty (CMV LC QS 1 — 4) s jejichz pomoci
1ze urcit mnozstvi viru ve vzorku. Analyzator vypocitava titr virové DNA v testovanych
vzorcich tak, ze u kazdého vzorku porovnava signal se signalem kvantitativniho
standartu, ktery je pfifazen ke kalibra¢ni kiivce dané Sarze.

Analyticky limit detekce udany vyrobcem soupravy CMV LC — PCR kit
Vv kombinaci pfistroji Light Cycler 1.2 je 0,2 IU/ul (p = 0,05). To znamena, Ze bude
S 95% pravdépodobnosti detekovano 0,2 TU/pl.

Specifita CMV LC PCR byla rovnéz ovéfovana a validovana vyrobcem. Je zarucena
vybérem primert a sond a volbou pfisnych reakénich podminek. Primery a sondy byly
na zdklad¢ sekvencni analyzy piezkouSeny na eventudlni homologie se vSemi
sekvencemi publikovanymi v genovych bankach. Timto zpusobem byla kontrolovana
také detekovatelnost vSech relevantnich subtypii a genotypti.

Validace specifity byla vyrobcem provedena na 100 riiznych CMV negativnich
vzorcich plazmy, které spolu s CMV specifickymi primery a sondami obsazenymi
v CMV LC Master negenerovaly zadny signal. K ur€eni specifity CMV LC PCR Kit
byla kontrolni skupina testovana vyrobcem na kfizovou reaktivitu. Zadny z testovanych
puvodct nebyl reaktivni. Pii smiSenych infekcich se nevyskytly zadné kiizové raktivity.

Linearni oblast kvantifikace (analytické méfeni) soupravy LC CMV PCR Kit byla
vyrobcem testovdna a byla urena analyzou fady méteni CMV in vitro transkriptu
1x102.1U/ul do 10® TU/ul. Rada fedéni byla kalibrovana pomoci ,, WHO International
CMV DNA Standard“. Linearni oblast kvantifikace s ohledem na izolaci soupravy
CMYV LC PCR Kit se tudiz vztahuje na koncentrace od 20 [U/ml do minimalné 14x10°
IU/ml.

3.5.1.1 Reagencie a jejich skladovani

Artus CMV LC PCR Kit se nenacaty skladuje v mrazicim boxu, po prvnim pouZiti
se musi reagencie rozplnit a v alikvotech opét skladovat v mrazicim boxu.

Kit obsahuje:

e CMYV LC Master
e CMV LC Mg Sol
e CMVLCIC
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3.5.1.2 Priprava reak¢ni smési

Reakéni smés se pripravuje v laboratofi pro Master Mix v PCR boxu dle nasledujici
tabulky:

Tabulka ¢. 3: Pfiprava reakéni smési pro kvantitativni stanoveni DNA CMV pro jeden
vzorek (dle komer¢niho kitu — Artus CMV LC PCR Kit) na pfistroji Light Cycler

mnoZzstvi [ pl |
1. Ptiprava Master Mixu CMV LC Master 12,5
CMV LC RG/TM Mg-Sol 2,5
CMV LC/RG/TM IC 1
celkovy objem 16
2. Ptiprava PCR reakce Master mix 15
Izolat DNA 10
celkovy objem 25

Smés se pfipravuje na specialnim chlazeném stojanku s adaptéry a rozpliuje se
do sklenénych mikrokapilar po 15ul. V izola¢ni mistnosti v boxu se pak do mikro-
kapilar ptidava 10ul vyizolované DNA. Kapilary se uzaviou sterilni zatkou a
v adaptéru se centrifuguji cca 10s/1000 x g.

Vlastni amplifikace a detekce probihd na pfistroji Light Cycler v PCR laboratofi.
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Reakéni schéma:

Touch down

Tabulka ¢ .4: Reak¢ni schéma na piistroji Light Cycler

Parametry Denat. Cycling

Analysis mode None None

Cycles 1 10

Target [ °C ] 95 95 65 » 55 72
Hold [ mm:ss ] 5 5 20 15
Ramp Rate [ °C/ s ] 20 20 20 10
Aquistion Mode none none none none
Amplifikace DNA

Tabulka €. 5: Reakéni schéma amplifikace DNA na pfistroji Light Cycler

Parametry Cycling Cooling
Analysis mode Quantifikation None
Cycles 40 1
Target [ °C | 95 55 72 40
Hold [ mm:ss ] 5 20 15 30
Ramp Rate [ °C/ s ] 20 20 10 20
Aquistion Mode none none none none
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3.5.1.3 Detekce a vyhodnoceni

Pristroj Light Cycler pomoci pfisluSného softwaru automaticky detekuje pritomnost
virové DNA pomoci prahové hodnoty cyklu (Ct) a nasledné provadi kvantifikaci DNA
na zaklad¢ srovnani kvantifikacniho standardu a importované kalibracni kiivky
pro danou Sarzi soupravy. V kanale F1 se provadi odecCet fluorescence po amplifikaci
virové DNA a v kanale F3/ Back F1 se amplifikuje a detekuje interni kontrola.

Zavérecné hodnoceni analyzy se opira o nasledujici tabulku:

Tabulka ¢. 6: Hodnoceni vysledktl na pfistroji Light Cycler s pomoci interni kontroly.

Vysledné vyhodnoceni Signal v det. Kanalu Signal v det. Kanalu (IC)
F1 F3/Back F1

pozitivni + +

pozitivni + -

Negativni - +

Nelze hodnotit - -

Z ptistrojem vyhodnocenych dat se podle nasledujictho vzorce vypocita redlna
hodnota kopii CMV DNA.

Vysledek (IU/ul) x eluéni objem (ul)

Vysledek (IU/ml) =
Objem vzorku (ml)

Interni kontrola prochazi celym procesem reverzni transkripce a amplifikace, plni
funkci kontroly celého procesu, tzn. IC zabraniuje faleSn¢ negativnim vysledktim.

Pozitivni, ev. negativni kontroly umoziuji kontrolovat fadny pribéh amplifikaéni
reakce (citlivost reakce).

Vysledek pozitivni kontroly a internich kontrol se uvadi do protokolu.

37



4. Vysledky

4.1 Zavedeni metody Real-time PCR pro kvalitativni stanoveni DNA
CMV

Po osvojeni metody nested PCR ke kvalitativnimu stanoveni DNA CMV byla
zavedena metoda real-time PCR na pfistroji Rotor Gene.

Pro srovnani metody nested PCR a metody real-time na pfistroji Rotor Gene jsem
pouzila izolat DNA z referenéniho kmene CMV AD 169. Byla pouzita koncentrovana
DNA, kterd byla dédle 5x nafedéna — 10x az 100 000x. Vyizolovana nafedéna DNA
kazdé koncentrace byla pouzita jako templat pro oba zpiisoby PCR. Kone¢né vysledky
PCR jsou uvedeny na obrazcich ¢. 3 (u metody nested PCR) a ¢. 4 (u metody real-time
na pfistroji Rotor Gene).

U metody nested PCR (dvojitd PCR) se za pomoci dvou para specifickych primert
amplifikuji useky virové DNA, které jsou nasledné detekovany na agardézovém gelu
Vv elektroforéze.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Obr. €. 3: Vysledek kvalitativniho stanoveni DNA CMV u metody nested PCR pomoci
elektroforézy na agar6zovém gelu
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Obrazek zobrazuje 9 jamek s produkty z 2. PCR nested reakce o velikosti 183 kb,
negativni kontrolu bez pfidané DNA, ktera se nachazi v 8.jamce a dva velikostni
standardy molekulové hmotnosti (Ladder 50), které jsou v 1. a 9.jamce.. V jamce 2 je
koncentrovany vzorek a v jamkach 3-7 je tentyZz vzorek postupné fedény 10x-100000x.
Na obrazku agarézového gelu je vidét intenzita jednotlivych fedéni produktu PCR. Cim
silngj§i pruh, tim vice koncetrovana DNA. Posledni fedéni jiz je za hranici
detekovatelnosti.

U zavedené metody ke kvalitativnimu stanoveni DNA CMV real-time PCR
na pfistroji Rotor Gene se pomoci specifickych primeri a specifickych fluorescenénich
sond amplifikuje specificky usek DNA a bezprosttedné se detekuje amplikon
ve fluorescen¢nim kanalu Cycling Green pfistroje Rotor Gene Q.

045

0,40

0,30

0,25

Morm. Fluoro.

0,20

0,10

0,05

n,nnr —

Obr. ¢. 4: Vysledek kvalitativniho stanoveni DNA CMV u metody real-time na pfistroji
Rotor Gene



¢ervena kiivka — nefedény vzorek

tmaveé modra kiivka — 10x fedény vzorek

zelena kiivka — 100X fedény vzorek

fialova kiivka — 1000x fedény vzorek

¢ernd kiivka — 10000x fedény vzorek

ruzova kiivka — 100000x fedény vzorek

svétle modra kiivka — negativni kontrola bez ptidané DNA
na ose X — pocet cykli

Cim diive se kfivka zveda, tim vétsi je koncetrace DNA.

Vyhodou této metody je pouziti interni kontroly u kazdého vzorku, coZz umoziuje
kontrolu inhibice. Vzorek, u kterého nedojde k amplifikaci interni kontroly, nelze
hodnotit.
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Obr. €. 5: Vyhodnoceni vysledkl na pristroji Rotor Gene s pouzitim internich kontrol
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Na obrazku ¢. 5 je vyhodnoceno celkem 7 vzorki, pét z nich jsou klinické vzorky,
jeden vzorek je pozitivni kontrola a jeden vzorek negativni kontrola. V levém ramecku
jsou vysledky PCR produkti, v pravém ramecku vysledky internich kontrol. Modra
kiivka v levém ramecku znazoriiuje pozitivni kontrolu, svétle zelena kiivka je pozitivni
vzorek €. 4. Ostatni kiivky, které se nezvedaji (jsou vodorovné) znamenaji, ze se jedna
o negativni vzorky, v€etné negativni kontroly, ktera je tmavé zelené barvy.

V pravém ramecku jSou znazornény interni kontroly (IC). Kiivky IC se zvedaji
ve stejném cyklu, tudiz PCR reakce probéhla v poradku. Zcela vpravo je v rdmeccich
uveden pocet vzorkd, jejich popis a jejich barevné znaceni.

Z vysledkt stejného fedéni PCR produktu (vyizolovaného kmene CMV AD 169)
u metody nested PCR a u metody real-time na piistroji Rotor Gene je patrna srovnatelna
citlivost obou metod. Casové naroénéjsi je metoda nested PCR, ktera trva piiblizné 6 az
7 hodin vcetné izolace DNA. Doba trvani u metody real-time na pfistroji Rotor Gene
véetné izolace DNA je zhruba 2,5 hodiny.

Pro srovnani obou metod bylo pouzito 150 vzorkli od 75 pacientl. Konkrétné 75
vzorkd plné krve a 75 vzorkid krevni plazmy. Obé metody bézely soucasné. Ze vSech
150 vzorka se liSil pouze jeden, ktery byl pozitivni u metody nested PCR, ale
v real-time PCR na pfistroji Rotor Gene byl negativni. Mizeme fici, Ze se jednalo
0 prahovou hodnotu DNA CMV u tohoto vzorku.
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4.2 Kvantitativni hodnoceni

Kvantitativni stanoveni byla provedena metodou real-time na pfistroji Light Cycler.

Kvantitativni hodnoceni se uvadi v mnozstvi kopii/ml vzorku. Jedna se o variantu
PCR, ktera umoziuje ptimou kvantifikaci PCR produktu v pribéhu reakce. Light
Cycler umoznuje kontinudln¢ monitorovat prirastky fluorescence béhem kazdého cyklu.
Zakladni podminkou je pfitomnost fluorescencniho substratu, ktery se vaze
na syntetizovanou DNA a uroven detekované fluorescence pak odrazi mnozstvi
nasyntetizované nukleové kyseliny. (19,28)

Kvantita pozitivnich vzorkd se pocitd podle standardni kalibra¢ni kiivky (obr. 6),
kterd je slozend ze standard o zndmé kvantité¢ dané vyrobcem. Piistroj Light Cycler
vyhodnoti standardy a sestroji linearni kalibra¢ni kiivku, dle které jsou vyhodnoceny
vzorky o nezndmé koncentraci.

Standardy:

QS1=1x 10* Ul/ml
QS2 =1 x 10° Ul/ml
QS3 =1 x 10° Ul/ml
QS4 =1 x 10* Ul/ml
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Obr. ¢. 6: Kalibra¢ni kiivka na pfistroji Light Cycler

Na obrazku ¢. 6 v levém hornim poli je tabulka, kde jsou vypsany a barevné
oznaceny pouzité standardy QS1, QS2, QS3, QS4 a negativni kontrola a jejich
naméfené hodnoty. V pravém hornim rdmecku jsou vyobrazeny kiivky standard a
negativni kontroly. Z obrazku je patrné, Ze nejsilngjsi standard je modra kiivka QSI,
nejslabsi standard pak tmavé modra kiivka QS4. Kiivka s negativni kontrolou je
vodorovna.

Ve spodnim ramecku je pak vyobrazena kalibra¢ni kiivka z pouzitych standard.
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4.2.1 Vyuziti kvantitativniho stanoveni DNA CMV

Metoda PCR kvantitativniho stanoveni se pouziva hlavné pii monitoringu 1é¢by
virostatiky (viz. Graf ¢. 1).

Graf ¢. 1: Kvantitativni stanoveni DNA CMV v pribéhu &by CMV infekce
u novorozence
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U novorozence ¢inila hodnota DNA CMV po narozeni v plazmé 3800 kopii/ml
plazmy. Z grafu a tabulky je vidét pokles hladiny DNA CMV v 7. tydnu od stanoveni
akutni infekce CMV. V 11. tydnu doslo k nepatrnému narGstu hladiny DNA CMV
Vv krevni plazmé a ve vzorku odebraném v 16. tydnu uz nejsou znamky CMV infekce,
posledni vzorek krevni plazmy je jiz negativni.
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4.3 Srovnani vytéZnosti DNA CMYV u dvou zpiisobii izolaci

Pro srovnani vytéznosti dvou zplsobtl izolaci bylo pouzito 10 pozitivnich vzork
CMV a vyizolovano dvéma zpisoby izolaci. Jednak ruéni izolaci za pouziti QIAmp®
DNA Mini Kitu od firmy QIAGEN a izolaci na izolatoru MagCore za pouziti MagCore
Genomic DNA Whole Blood Kitu.

Tabulka ¢. 7: Porovnani vytéznosti produktt PCR u 10 pozitivnich vzorki CMV
izolovanych ruéni izolaci a automatizovanou izolaci pomoci izolatoru MagCore

Hodnoty kvantifikace DNA CMV Hodnoty kvantifikace u izolace
U ruéni izolace ( 1U / ml) na izolatoru MagCore (1U/ml)
8,7 x 10? 8,4 x 10
3,6 x 10° 4,0 x 10
1,3x10° 2,9 x 10
1,8 x 10° 1,7 x 10°
6,3 x 10 5,8 x 10°
9,0 x 10* 1,1 x 102
3,9 x 10° 4,0 x 10°
4,8 x 10° 6,3 x 10°
2,1 x 102 1,9 x 102
2,2x10° 1,8 x 10°

Byla provedena statistickd analyza pomoci parového T- testu. Dosazend hodnota
hladiny vyznamnosti a ¢inila 0,49. Nemtzeme tak popftit nulovou hypotézu o shodnosti
naméfenych hodnot. Nebyl tedy zjistén signifikantni rozdil mezi izolacemi. (17)

Pomoci parového t-testu bylo zpracovano a kvantitativné vyhodnoceno 10 vzorka
izolovanych obéma zpusoby izolaci. Na zéklad€ vysledki v tabulce 1ze konstatovat, Ze
ob¢ i1zolace jsou srovnatelné. Pro izolaci DNA Ize tedy pouzit oba zpusoby izolaci. Byla
dosaZena hladina vyznamnosti, nelze zamitnout nulovou hypotézu.
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4.4 Vyhodnoceni vzorki DNA CMYV v letech 2011 a 2012

V laboratofi molekularni biologie a genetiky v Nemocnici Ceské Budgjovice, a.s.,
bylo v letech 2011 a 2012 zpracovano celkem 1867 klinickych vzorki ke stanoveni
DNA CMV. Z téchto vyizolovanych vzorka bylo 158 vzorkt pozitivnich. (viz. tabulka
¢.8)

Tabulka €. 8: Pocet izolovanych vzorkil ke stanoveni CMV v laboratofi molekularni
biologie a genetiky v Nemocnici Ceské Bud&jovice, a.s., v letech 2011 a 2012

Pocet vzorki Rok 2011 Rok 2012
Celkem 886 981
Pozitivni 87 71
Negativni 799 910
% Pozitivni 9,82 7,24

Graf €. 2: Rozdéleni pozitivnich vzorka dle vékovych skupin v letech 2011 a 2012
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V grafu €. 2 je znazornéno mnozstvi pozitivnich vzorkd v letech 2011 a 2012
rozdélenych do veékovych skupin pacienti s pozitivnimi vysledky, kdy jedna vékova
skupina ¢ini rozmezi 10 let. Z grafu vypliva, ze nejvice pozitivnich vzorkii DNA CMV
bylo u nejstarSich pacientti (od 71 do 80 let véku pacienta) a u nejmladsich pacienti
(do 10 let veéku pacienta). Nejcastéjsimi diagnézami u téchto pacientii byla
mononukle6za, zanét jater, horecka, transplantace a onkohematologické diagnozy.
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5. Diskuze

Cytomegalovirové infekce mohou byt velmi zavazné, proto je dilezita jejich vcasna
diagnostika. Obzvlasté nebezpecné mohou byt u imunokompromitovanych pacientt
jako jsou lidé po transplantacich, lidé HIV pozitivni, ale také téhotné Zeny a
novorozenci. Je tieba zvazit, kdy je postacujici vySetieni protilatek a kdy je nezbytny
piimy prikaz CMV. Pravé u velmi oslabenych jedinct je pak nutné sledovat hladiny
cytomegalové infekce. K tomu se jevi jako nejvhodnéjsi molekularné biologické
metody, konkrétné metody PCR. I zde zaleZi na jejich spravné volbé. (26)

Pro kvalitativni hodnoceni jsem srovnavala dvé PCR metody — metodu nested PCR a
metodu real-time na pfistroji Rotor Gene. Vyhody nested PCR jsou vysoka citlivost,
nizkd finan¢ni nakladovost. Nevyhodami jsou pak ¢asova naro¢nost, celkova pracnost,
vy$$i riziko kontaminace, prace s karcinogennim ethidiem bromidem. (30)

Testovalo se 150 vzorkl, z nichZ pouze jeden neprokazoval pozitivitu u metody
real-time. U 149 vzorki byly shodné vysledky u obou metod. Lze to vysvétlit tim, ze
u prahovych koncentraci nedojde k exponencidlnimu pribchu reakce. Na zakladé¢ téchto
vysledkti byla zavedena pro b&zné kvalitativni stanoveni CMV metoda real-time.
Metoda real-time na piistroji Rotor Gene se jevi se jako vyhodné&jsi, zejména co se tyka
rychlosti, kvality a mensiho rizika kontaminace. Vyhodou je zde i pouzivani internich
kontrol jako kontrol pro pfipadné inhibice.

Pro kvantitativni stanoveni CMV se osvéd¢ila metoda real-time na pfistroji Light
Cycler. Pomoci vyrobcem soupravy danych standardl lze urcit hladinu CMV (jeho
mnozstvi). Kvantifikace je nesmirn¢ dualezitd u imunokompromitovanych pacientd.
Protoze lécba cytomegalovirovych infekci je toxickd, proto je dobré tuto 1é€bu co
nejdiive ukoncit. K tomu slouzi monitoring hladiny virémie u nemocnych pacienta
provadény v urcitém casovém rozmezi. (3,30)
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Dale jsem méla moznost porovnat dva zptisoby izolaci DNA CMV, jednak manudlni
izolaci kolonkovou metodou a izolaci pomoci pfistroje (izolatoru) tzv. magnetickou
metodou. Pro ob¢ izolace jsem pouzila komercné vyrabéné izolacni kity. Pro manualni
izolaci byl pouzit QIA® DNA Mini Kit od firmy QIAGEN a pro automatizovanou
izolaci na izolatoru MagCore byl pouzit izolac¢ni kit MagCore Genomic DNA Whole
Blood Kit. Pfi jejich srovnavani jsem se zaméfila na kvalitu izola¢nich souprav, délku
trvani obou izolaci (tedy ¢asovou naro¢nost) a kdy byla niz8i hrozba kontaminace.
Ke srovnani izolaci jsem jako klinicky material pouzivala nesrazlivou krev s ptidavkem
EDTA a krevni plazmu. Pfi izolaci mén¢ vzorkl jsou obé€ izolace Casové srovnatelné.
pristroj je schopen izolovat 16 vzorkli soucasné. U izolce DNA na izolatoru je nizsi
riziko kontaminace. Kvalita izolati DNA je srovnatelna. Izolaty DNA z obou izolaci 1ze
pouzit jak ke kvalitativnimu stanoveni CMV, tak ke kvantitativnimu stanoveni. (20)

V laboratofi molekularni biologie a genetiky v Nemocnici Ceské Budgjovice, a.s.,
bylo v roce 2011 zpracovano 886 klinickych vzorkt k prikazu CMV. Jednalo se o krve,
krevni plazmy, mozkomi$ni moky, moce, sputa, tkdné, matefskd mléka a stéry.
Pozitivni nalez byl u 87 vzorkil, nejcastéji u vzorkid krve, byl zaznamenan i jeden
pozitivni ndlez u mozkomiS$niho moku.

V roce 2012 bylo zpracovano celkem 981 klinickych vzorkt k prikazu CMV.
V tomto roce jich bylo pozitivnich 71, opét nejvice stanovenych v Krvi.

Ze vSech pozitivnich vzorkd stanovenych v letech 2011 a 2012 bylo nejvice
pozitivnich vzorki CMV u starSich pacientt (v€kova kategorie 71-80 let) a taktéz
u nejmladSich pacientii (v€kova kategorie do 10 let v€ku pacienta).
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6. Zaveér

Cytomegalovirus mtize zpuisobovat vaznd onemocnéni, proto je dilezity piimy
prikaz viru. K tomu byly pouzity molekularné biologické metody.

Kvalitativné byl tento virus dlouho stanovovan metodou nested PCR. Jedna se
o velmi citlivou metodu, ale ¢asov€ naro¢nou. Proto byla jako rutini metoda zavedena
metoda real-time PCR na pfistroji Rotor Gene. Jde o rychlou metodu. Zde probiha
pouze jednokrokova PCR, odpadd dal§i manipulace se vzorky. Citlivostné je tato
metoda srovnatelnd s metodou nested PCR. Pro své vyhody, jako je rychlost,
srovnatelna citlivost, niz$i riziko kontaminace, metoda real-time pied¢ila metodu nested
PCR a je vice vyuzivana ke kvalitativnimu stanoveni CMV DNA.

Kvantitativni stanoveni DNA CMV bylo provadéno metodou real-time na pfistroji
Light Cycler. Tato metoda se jevi jako spolehliva pro stanoveni hladiny CMV. Tato
metoda nasla uplatnéni i u statimovych vysetieni. Casové se da tato metoda zvladnout
do dvou hodin v¢etné izolace. Je ovSem finan¢né ndkladnégjs$i. Tato metoda umoziuje
sledovat mnozstvi CMV (hladinu virémie) v pribéhu 1é€by imuno-kompromitovanych
pacientd.

V této praci jsem se zamcfila také na srovnani dvou izolaci DNA. Jednalo se
o manualni izolaci DNA za pouZiti izola¢niho kitu QIAmp® DNA Mini Kit, a izolaci
DNA na automatizovaném piistroji MagCore pomoci izolacniho kitu MagCore
Genomic DNA Whole Blood Kit. Rozdily v naméfenych hladinach ziskanych obéma
izolacemi byly zanedbatelné, témét nulové. Pfi porovnani vytéZznosti DNA CMV
u 10 pozitivnich vzorkt CMV vyizolovanych obéma zplisoby izolaci byla provedena
statistickd analyza pomoci parového T-testu. Dosazena hladina vyznamnosti o ¢inila
0,49. Nelze tak popftit nulovou hypotézu o shodnosti obou izolaci. Oba zplisoby izolaci
jsou rovnocenné pro kvalitativni stanoveni i kvantitativni hodnoceni.
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Zaroky 2011 a 2012 bylo v laboratofi molekularni biologie a genetiky v Nemocnici
Ceské Budgjovice, a.s., zpracovano celkem 1867 vzorkil k prikazu CMV. Jednalo se
o krve, krevni plazmy, mozkomisni moky, sputa, tkané, matefskd mléka a stéry.
Pozititivni ndlez byl u 158 vzorkli, coz je piiblizné 8,5% z celkového poctu
vysetiovanych vzorka. Nejvice pozitivnich vysledkii bylo ze vzorkt krve. V roce 2011
byl zaznamenan 1 pozitivni nalez U mozkomisniho moku. Nejvice pozitivnich vzorka
bylo u vékové kategorie 71 — 80 let a u nejmladsi vékové kategorie déti do 10 let.
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8. Kli¢ova slova

CMV

Cytomegalovirova infekce
PCR

Real-time PCR
Kvalitativni stanoveni

Kvantitativni stanoveni

9. Seznam zkratek

AE pufr - elucni pufr

AL - lyzovaci roztok

AW1 - promyvaci roztok

AW?2 - promyvaci roztok

EDTA - ethylenediaminetetraacetic acit

ELFO - elektroforéza

FRET - fluorescence resonance energy transfer

RT-PCR - real-time PCR
TBE - trisboratovy pufr

QS - kvantitativni standard
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