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Polymerazova fetézova reakce a jeji aplikace v diagnostice infekEnich onemocnéni
Mgr. Jakub Mréazek, Odd&leni molekularni genetiky ZU Ostrava

Nejvice zarazejici na polymerazové retézové reakci je jeji jednoduchost. Mnoho téch, ktefi PCR denné pouZivaji, si obCas fika: “ProC jsem to nebyl ja, kdo tuto
techniku objevil prvnil?“ Bezpochyby je PCR jednou z nejpfinosnéjSich technik, ktera znamenala revoluci v molekularni biologii. Jeji specificita, efektivita a
spolehlivost z ni u€inily kli¢ovou technologii, diky niz jsou molekularné-genetické pfistupy dosazitelné pro témér kazdou vyzkumnou ¢i diagnostickou laborator.
Od roku 1983, kdy jeji koncept navrhl K.B. Mullis, si nasla PCR cestu do mnoha laboratofi a stala se opé&rnym bodem pro mnohé postupy, nyni bézné v kazdé
biologické discipling, od detekce mikroorganizmd, kontroly mikrobiologické jakosti, pfes detekci geneticky modifikovanych organizm( v potravinach, az po
medicinu na molekularni Grovni. PCR konkuruje mnohym metodam diky své rychlosti, cenové dostupnosti a jednoduchosti, moznosti analyzy velkych pocti
vzorkd najednou i multiplexové analyzy.(1)

PRINCIP

Kouzlo PCR spogiva v tom, Ze nam umozniuje zvolit si libovolny Usek ve zkoumané DNA a ten specificky namnozit (amplifikovat) do ohromného mnozstvi,
které Ize v zavéru snadno detekovat, pfipadné vyuzit k dal$im postuplim.

Samotné amplifikace se dosahuje cyklickym stfidanim tfi teplotnich krokd ve vhodné reakéni smési. Reakéni smés obsahuje syntetické oligonukleotidy
(primery), stavebni kameny pro syntézu kopii DNA (ANTPs smés deoxynukleotidtrifosfat(i), termostabilni DNA polymerazu a reakéni pufr, zajistujici optimaini
podminky reakce. Do této reakéni smési se pfiidava vzorek po pfedchoziizolaci DNA.

Obr.3: Zaznam elektro-
forézy PCR produktt

(M - marker velikosti produktd,
1az 3 - pozitivni reakce,
NC - negativni reakce)

Obr.1: Teplotni kroky PCR Obr.2: Exponencialni amplifikace béhem PCR

Béhem prvniho kroku (denaturace, obvykle pfi 95°C) dochazi k rozvolnéni dvousroubovice DNA a tim k odhaleni nukleotidovych sekvenci, s nimiz v
nasledujicim kroku (annealing) pfi specifické teploté hybridizuji primery urcujici konec a zac¢atek amplifikovaného Gseku DNA. Béhem tetiho kroku (extenze,
72°C) pak termostabilni DNA polymeraza od mist pfisednuti primer( provadi jednosmérnou syntézu nového viakna DNA.

Po téchto tfech teplotnich krocich tak dochazi teoreticky ke zdvojnasobeni poétu specifickych useku. To se opakuje v nasledujicich cyklech a v kone¢ném
vysledku tak po cca 35-ti cyklech vznikaji v reakéni smési z kazdé predlohy miliardy kopii ndmi zvoleného useku DNA.

Takto vznikly produkt detekujeme nasledné nejcastéji elektroforézou na agarézovém gelu, kde dochazi k rozdéleni amplifikovanych Usekd dle jejich velikosti.
Specificky produkt je nakumulovan do jedné linie a poskytuje diky znaceni ethidium bromidem pod UV lampou viditelny prouzek.

APLIKOVATELNOST V MIKROBIOLOGII

Jestlize za cilovou sekvenci pro amplifikaci zvolime Usek, ktery je specificky pro urcité infekéni agens, je mozno PCR reakce elegantné vyuzit k pfimému
prikazu pdvodci infekénich onemocnéni v biologickém materialu. Neni tedy divu, Ze si PCR velmi brzy vydobyla své misto v mikrobiologii. DiivodU je pro to
nékolik. 1. Vyborna senzitivita PCR reakci: pfi spravném nastaveni PCR staéi pfitomnost 2-5 kopii DNA v reakci, aby byl vysledek jednoznaéné pozitivni. Pfi
standardnim zpracovani klinického materialu a provedeni PCR tak dosahujeme senzitivity fadové ve stovkach kopii na 1 mlvzorku. Specialnimi postupy Ize tuto
hranici dale snizovat. 2. Vysoka specificita: Jsou-li zvoleny vhodné primery a reakéni podminky dosahujeme pomoci PCR prakticky az 100% specificity. Tato
specificita mlze byt naruSena mutacemi v cilovych sekvenci, ale vzhledem k tomu, Ze pro amplifikaci jsou voleny Useky z konzervativnich oblasti genomu, je
pravdépodobnost této situace minimalni. Pricinou diskrepantnich vysledkd tak ¢astéji byva skutecnost, ze zatimco PCR pracuje na trovni genotypu, klasické
mikrobiologické metody pracuji s fenotypem mikroorganizmu a tudiz odliSném zékladu pro druhovou identifikaci. 3. Rychlost: v zavislosti na modifikaci
provedeni PCR je mozno vysledek obvykle ziskat za 3 az 8 hodin od za¢atku zpracovavani vzorku v laboratofi.

REAL-TIMEPCR

Velmi pfinosnou a v posledni dobé hojné vyuzivanou modifikaci PCR je tzv. PCR v redlném &ase (real-time PCR). V redlném ¢ase proto, ze usporadani
reakce (pouziti fluorescenéné znadené specifické oligonukleotidové sondy) a zpisob jejiho technického provedeni (kombinace termocykléru a fluorimetru)
umoZriuje sledovat vznik specifického produktu jiz b&hem amplifikace. To pfinasi ve srovnani s klasickym provedenim hned nékolik vyhod, z nichZ kli¢ové jsou: 1.
Moznost kvantifikace vstupni specifické DNA, 2. Vyrazné zrychleni amplifikace (cca 1 hodina ve srovnani s 2-3 hodinami v klasickém provedeni) a 3. Odpada
pracnaelektroforéza a s ni spojené riziko nezadouci kontaminace laboratofe produkty amplifikace, ktera mize vést k faleSné pozitivité PCR testd.

Obr.4: Zaznam real-time PCR. Fluorescencni signl je odecitan v kazdém cyklu.
Exponencialni narist signalu svédci o probihajici amplifikaci specifickeho dseku
DNA. Setrvavani signalu na stejné trovni naopak o negativité reakce. Cim dfive
dojde k vzestupu signélu nad droveri Sumu pozadi, tim vice bylo ve vychozim
vzorku specifické DNA, coZ Ize analyzou kvantifikaCnich standardd vyuZit ke
konstrukci kalibracni kfivky. PouZity real-time PCR pfistroj - LightCycler.




PRIKLADY APLIKACI

VySe zminéné moznosti, které PCR nabizi, pfedurcuji tuto metodu pro aplikace, kdy je potfeba prokazovat infekéni agens, ktera:

1. Ize kultivovat jen s obtizemi. Pfikladem jsou plivodci virovych hepatitid. VV diagnostice infekce HBV a HCV je dnes jiz standardem kvantitativni stanoveni
virové néloZe pomoci real-time PCR, které poskytuje dileZité informace pro nastaveni Ié¢ebného rezimu. Kromé tohoto vySetfeni mohou byt do lécebného
rezimu diky PCR aplikovany také informace o genotypech HCV &i lékovych rezistencich HBV detekovanych na Grovni genu. Do skupiny obtizné kultivovatelnych
agens, k jejichz detekci je dnes PCR hojné vyuzivana, patfi také Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Borrelia burgdorferi sensu lato, Chlamydophila
pneumoniae a dalsi.

2. Pomalu rostouci agens, kdy urychleni ziskani vysledku podstatné ovliviiuje uspésnost lécby. Vyznamnou skupinu tvofi herpetické viry (HSV1/2, CMV,
EBV, VZV) a plvodci atypickych pneumonii Mycoplasma pneumoniae a Legionella pneumophila. Nezastupitelnd je PCR také pro zrychleni prikazu
mykobakerii.

3. Zavazné stavy s rychlym pribéhem. V téchto pfipadech ma PCR vyznam, je-li provedena ve statimovém rezimu, tedy co nejdFive po doruéeni vzorku do
laboratore. Vyhodou je zde pouZiti real-time PCR. Na$e laboratof se zaméfuje na priikaz nej¢astéjsich plivodcu bakterialnich meningitid: Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae, Heamophilus influenzae b a Listeria monocytogenes. Od roku 2004 jsme vy3etfili vice nez 150 vzork( likvoru &i krve, pfiéemz
pfiblizné ve tretiné pripadd byl prokazan jeden z vySe uvedenych plivodcd bakterialni meningitidy. Diky zavedeni real-time PCR jsme schopni prvni vysledky
Iékaf(im sdélitjiz za 3 hodiny od doru¢eni vzorku do laboratofe.

Vyhodou PCR je také skute¢nost, Ze neni negativné ovlivnéna ucinkem antibiotik (1ze prokazat i mrtvé mikroorganizmy pred jejich Uplnou eliminaci z téla) a
prevahou jiné nespecifické flory.

INTERPRETACE VYSLEDKU

O pfinosu a uspésnosti PCR v8ak nerozhoduije jen kvalitni prace v laboratofi, ale jiz spravna volba okamziku odbéru a typu klinického materiélu, a to s ohledem
na klinicky obraz pacienta a distribuce prokazovaného agens v téle pacienta. DileZité je, aby k priikazu infekéniho agens byl odebran materiél, ve kterém Ize v
dané fazi onemocnéni pfitomnost pfislusného agens oéekavat. Nevhodna volba materialu pro PCR vySetfeni tak mize vézt k fale$né negativnimu vysledku ne z
ddvodu selhani metody, ale chybné odebraného vzorku. Pfehled doporu¢enych materialu pro rizné PCR vySetfeni podava nize uvedena tabulka €.1.

ZAVER

Oddéleni molekularni genetiky Zdravotniho ustavu se sidlem v Ostravé usiluje o Sirokou nabidku PCR vySetfeni, kvalitni, dostateéné rychlé a spolehlivé

LITERATURA
(1) Bustin, S.A.:A-Z of Quantitative PCR, International University Line, La Jolla, California, 2006

Tab.1: Pfehled doporucenych materialu pro PCR vySetieni

> @ doporuceno

material =2 2x| 5 | ol B RN E|18| | omomo
ER|Sa| El el & | 5 | 2 | <

agens @ 2| % | » poznamka

HCV ® O

HBV ® O

HGV ® O

cmv e 'e O | O N@© = EDTA

HSV %, O | C ® = EDTA, DAKRON

EBV O C = EDTA

vzv o e [ ) S EDTA

Enterovirus © | O (]

M.pneumoniae O e e e 8

L.pneomophila Ol B BN ) =

C.pneumoniae oO|le| e | @ S

C.trachomatis ® | © o DAKRON

N.gonorrhoeae ® O DAKRON

N.meningitidis oc|le | @ = EDTA

S.pneumoniae ol e | e o EDTA

H.influenzae o|le | e o EDTA

L.monocytogenes O e | @ 2 EDTA

B.burgdorferi o o | o () B EDTA

Celiakie RizIK. ALELY () () EDTA
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Moznosti identifikace bakterii pomoci analyzy mastnych kyselin
Mgr. Eva Krejéi, Ph.D., Ing. Iva Porazilova, RNDr. Anna Andélova, MUDr. Jana Jan€ova Jana
Oddleni bakteriologie Ostrava, ZU Ostrava

V' taxonomii bakterii dochdzi diky vyuZivani stale novycha sofistikovanéjSich metod k neustalym zmé&nédm. Zarover také stoupaji naroky na spravnou
av pfipadé klinickych izolatu i véasnou identifikaci bakterii, pfiniz se v zasadé uplatfiuji dva typy metod - metody genotypové a fenotypové. Genotypové metody
jsou odvozeny ze struktury nukleovych kyselin (DNA nebo RNA) pfitomnych v bakterialni burice. Oproti tomu fenotypové metody jsou odvozeny od funkci
proteinC a od odliSnych chemotaxonomickych znakd. Vysledek fenotypovych metod je zavisly vzdy na tom, v jaké mife jsou tyto znaky pfepisovany. Metody
fenotypové i genotypové se doplriuji. Genotypové metody ndm v sou¢asnosti pomahaji urychlit prikaz infekénich agens pfimo z klinického materialu, fenotypové
metody jsou stale vhodnéjsi k identifikaci izolovaného bakterialniho kmene. Inovace v rutinni mikrobiologické diagnostice se tak tykaji jak zdokonalovani metod
genotypovych (PCR, sekvencovani), tak metod fenotypovych. Mezi fenotypové metody patfii chemotaxonomie a s ni také analyza mastnych kyselin.

Mastné kyseliny jsou pfitomné ve vSech bakteridlnich burikach jako hlavni soucast lipidi a lipopolysacharid(. Moznost vyuziti mastnych kyselin pro
taxonomické ucely je studovéna jiz dlouho. Vétsina mastnych kyselin bakterialni buriky je uloZzena v komplexnich lipidech cytoplazmatické membrany. Ta jako
zakladni struktura bakterialni buriky pini Fadu funkci. Kromé toho, Ze oddéluje cytoplazmu od okolniho prostfedi, obsahuje aparat pro komunikaci s okolim.
Na membrané je napfiklad lokalizovan respiraéni aparat, fotosyntéza, syntéza lipidii a sloZzek bunééné stény ¢i membranové ribozomy, které syntetizuji
membranové, sténové a extracelulari proteiny. Mastné kyseliny najdeme v cytoplazmatické membrané vazané predevsim ve formé fosfolipidu, které jsou
charakteristickoua dominantni komponentou biologickych membran (OBRAZEK 1a2). Chemické sloZeni cytoplazmatické membrany kolisé v zavislosti
na druhu baktérie. Rizné zastoupeni mastnych kyselin u rliznych bakterialnich druhd tak umozriuje jejich identifikaci pouze na zakladé detekovanych mastnych
kyselin.

Obrazek 1 Schéma molekuly fosfolipidu

fezézce mastnych
kyselin

(upraveno podle Zubay a kol., 1995)

Fosfolipidy sestavaji z polarni (hydrofilni) ,,hlavicky” a nepolarniho (hydrofobniho) uhlovodikového ,,ocasku”.
Nepolarni konce - fetézce mastnych kyselin - tak tvofi v charakteristickém uspofadani fosfolipidové dvojvrstvy
jeji vnitini prostor (Kaprélek, 1986).

Obrazek 2 Cytoplazmaticka membrana

Periferni protein Integralni protein

-
O

Integralni proteiny fosfolipidy

(upraveno podle Zubay a kol., 1995)

Ke Klasifikaci a identifikaci mikroorganismd vyuziva analyza mastnych kyselin pfitomnosti, absence nebo pomémého zastoupeni mastnych kyselin,
specifickych pro urcité taxony nebo skupiny bakterii. Ve smyslu chemické nomenklatury se jako mastné kyseliny oznaéuji vSechny alifatické monokarboxylové
kyseliny ziskatelné hydrolyzou pfirodnich lipidu. Pro Uely klasifikace mikroorganism(i je viznamnych pfes 100 mastnych kyselin.

Pro charakterizaci bakterialnich taxon( je dlleZita pfedevsim rozmanitost a variabilita mastnych kyselin. Mastné kyseliny zastoupené u bakterii se vzajemné
li$i v délce uhlikového fetézce, pozici dvojné vazby a substituované skupiné. V taxonomii bakterii se u mastnych kyselin nejéastéji misto nazvi systematickych
pouziva symboliky uvadéjici kromé poétu atomt uhliku napfiklad i poget a umisténi dvojnych vazeb & uvedeni typu konformace (cis, trans). Napfiklad kyselina
olejové (kyselina cis-oktadec-9-enova) je tak piepisovana jako C,,., w9c.



Nejéastéji jsou u bakterii zastoupeny mastné kyseliny se ,sudym® poétem uhlik(i a z nich ty, které maji 14 az 22 uhlikovych atom( v molekule. Z nasycenych
mastnych kyselin je nejhojné&jsi kyselina palmitova (C,.,) astearova(C,,). U bakterii najdemeinékolikanasobné vétvené mastné kyseliny, mastné kyseliny
s cyklopropanovym kruhem nebo mastné kyseliny s hydroxylovou skupinou, které nejsou b&Zné nikde jinde. Do rozdilného zastoupeni mastnych kyselin
se promitaji i rozdily pochazejici z odliSného sloZeni bunééné stény bakterii. U gramnegativnich bakterii pfevazuji hydroxykyseliny, pro grampozitivni jsou
typické mastné kyseliny s rozvétvenym fetézcem (tzv. iso, anteiso).

Ve srovnani se svymi pocatky, od doby kdy byla v roce 1963 Abelem a jeho spolupracovniky poprvé pfedstavena moznost vyuZiti plynové chromatografie pro
Ucely klasifikace bakterii, dosahla analyza mastnych kyselin vysokého stupné automatizace. Jednim z nejlépe propracovanych systémd identifikace
mikroorganismu, ktera je zaloZena na detekci mastnych kyselin, je Mikrobiologicky identifikaéni systém (MIS) Sherlock (MIDI, Inc., Newark, DE, USA). Tento
systém byl vyvinut jako aplikace pfimo pro mikrobiologii, nékdy je nazyvan jako automatizovany systém plynové chromatografie. MIS Sherlock stanovuje vyssi
mastné kyseliny pfipadné jejich derivaty s 9 az 20 atomy uhliku v fetézci. Spolu s mastnymi kyselinami mohou byt stanovovany i mastné alkoholy a aldehydy.

Nevyhodou analyzy mastnych kyselin je, Ze kvalitu a kvantitu ziskanych mastnych kyselin ovliviiuji podminky kultivace. Kv(ili zachovani tzv. fluidity membrany
se totiz jednotlivé mastné kyseliny zastoupené v bakterialni burice méni vzhledem k ménicim se podminkam prostfedi. Porovnavani zastoupenych mastnych
kyselin je tak mozné jen za dodrzovani standardnich podminek kultivace (kultivaéni médium, teplota a délka kultivace, pfipadné aerace kultury). Rizné
mikroorganismy maji vSak odli§né rlstové naroky. MIS Sherlock je proto vybaven nékolika databazemi - tzv. knihovnami (library), které obsahuji referenéni
zaznamy pro danou skupinu bakterii (mikroorganisml). Pro kazdou knihovnu jsou tak stanoveny viastni standardni kultivaéni podminky. Neznamy
mikroorganismus proto musi byt kultivovan dle podminek té knihovny, se kterou je pak ziskany vysledek srovnavan.

Mastné kyseliny pro analyzu systémem MIS Sherlock jsou pfipravovany ze v3ech lipid(i extrahovanych z bakteriaini buriky, jedna se o tzv. celularni mastné
kyseliny. K extrakci mastnych kyselin se pouziva polovihka biomasa bez piedchozich tprav (tj. biomasa koloni odebranych z povrchu pidy OBRAZEK 3). Volné
mastné kyseliny se ziskavaji z Gerstvé narostlé bakteriaini biomasy alkalickou hydrolyzou za horka a naslednym okyselenim vzniklych soli. Ve formé metylester(
(fatty acid methyl esters, FAME) jsou pak pfevedeny do smési organickych rozpoustédel, ktera je délena na plynovém chromatografu (HP 6890) vybaveném
plamenovym ionizaénim detektorem a kapilarni kolonou (Agilent Ultra 2). Dostate¢na G¢innost déleni smési umoZzriuje identifikaci FAME na zakladé retenénich
Udaiju (retencnich ¢ast, poméru plochy a vysky piku). Piky jednotlivych FAME jsou pojmenovany a vyhodnoceny pomoci MIS Sherlock softwaru. Celkovy profil
FAME neznamého kmene ziskany na plynovém chromatografu (profil FAME - kvalitativni a kvantitativni zastoupeni jednotlivych FAME) je srovnavan
s referenénimi profily FAME jednotlivych druht mikroorganismdi v pFislusné kninovné nachazejici se v databazi pocitace (OBRAZEK 4).

Obrazek 3 Shér bakterialni biomasy pro naslednou analyzu mastnych kyselin

Obrazek 4 MIS Sherlock - postup pfi identifikaci neznamého kmene

(upraveno podle manualu firmy MIDI, 1999)
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Osm komer¢né dostupnych knihoven umoZriuje uréovat aerobni bakterie (kmeny izolované z klinického materialu i kmeny izolované z prostfedi - vice nez 720
druh(i), anaerobni bakterie (vice nez 730 druh(i), mykobakterie (30 druh(), aktinomycety (40 druh), dale kvasinky (200 druh() a plisné (mikromycety - 60 druha).
V zavorce jsou vzdy uvedeny poéty druht mikroorganismii v jednotlivych knihovnach, se kterymi je neznamy profil FAME srovnavan. Uspé&nost identifikace
vyjadfuje tzv. ,index podobnosti* (similarity index), ktery udava, jak mnoho se identifikovany kmen podoba referenénimu zaznamu v databazi.

Analyza mastnych kyselin nepatfi mezi rychlé metody, identifikace pomoci MIS Sherlock je pouze Easové srovnatelna s bézné pouzivanymi biochemickymi
systémy. | kdyz je analyza mastnych kyselin metodicky naro¢né;jsi, jeji vyhodou je moznost ziskané profily FAME dale porovnavat i na nizsi nez jen druhové
Grovni, coz Ize vyuzit napf. pro epidemiologické ucely nebo pfi sledovani plvodct nozokomiélnich nakaz. V nékterych pfipadech je dokonce analyze mastnych
kyselin davana prednost pfed daleko pracnéjSimi metodami jako jsou ribotypizace Ci typizace vyuzivajici amplifikacnich technik. Na rozdil od klasického
posuzovani vysledku jednotlivych biochemickych testl poskytuje analyza mastnych kyselin vzdy celkovy obraz o identifikovaném neznamém kmeni, nejedna
se pouze o vybér fenotypovych testl. Na zakladé zkuSenosti naseho pracovisté je vhodné pouZit tuto metodu predevsim pro identifikaci neobvyklych izolatu
i tehdy, kdy je obtizné jednoznacné rozhodnout o morfologii bakteriainiho kmene (tycinka, kok) nebo o vysledku Gramova barveni (grampozitivni,

gramnegativni). Identifikace nezndmého kmene pomoci MIS Sherlock totiZ nevyZaduije pfedchozi zafazeni do pfisluSnych skupin bakterii.

5.



Oddéleni bakteriologie Ostrava Centra mikrobiologie, parazitologie a imunologie Zdravotniho Ustavu se sidlem v Ostravé pouziva MIS Sherlock s Uspéchem
jiz od roku 1999. Identifikace pomoci srovnani profill mastnych kyselin se na naem pracoviti zatim osvédcila u nékolika klinicky vyznamnych druh( (skupin)
bakterii a je vyuzivana nej¢astéji jako konfirmacni metoda pfi diagnostickych rozpacich.

BéZné Ize napfiklad potvrdit identifikaci druh(i nefermentujicich gramnegativnich ty€inek, u nichz nejsme schopni rozhodnout o spravném zafazeni do druhu
pouze na zakladé vysledkl biochemickych testl, pfedevSim u zéstupcd rodt Brevundimonas, Chryseobacterium, Ralstonia, Burkholderia, pfipadné
Pseudomonas (druhy P, luteola, P. fluorescens, P. putida, P. oryzihabitans) nebo Rhizobium. Identifikace nefermentujicich gramnegativnich ty¢inek na uroven
druhu mé vyznam pfi monitorovani jejich vyskytu a odhaleni potencialniho zdroje infekce na rizikovych oddélenich (JIP, ARO). Systémem MIS Sherlock
se podafrilo také potvrdit nalez Roseomonas gilardii v hemokultufe a prokazat pfitomnost roseomonad v poSevnich sekretech &i ve vzorku sputa. Infekce ¢lovéka
roseomonadami jsou vzacné. Roseomonady vSak mohou zpUsobovat problémy oslabenym pacient(im, prokazany byly pfedevsim katetrové infekce. Popsany
byly i pfipady bakterémie u déti. Na rozdil od MIS Sherlock nemuseji byt roseomonady i nékteré dalsi gramnegativni nefermentujici ty¢inky zahrnuty v databazi
béZné dostupnych systémd biochemické identifikace.

Vysledky analyzy mastnych kyselin slouzi i k ovéfeni identifikace bakterialnich kment naleZejicich do Burkholderia cepacia komplexu a k rozpoznani tfi
zdeviti do komplexu zafazenych druht - B. vietnamiensis, B. ambifaria a B. pyrrocinia. Podrobna identifikace burkholderii je vyznamna pfedevsim pro pacienty
s cystickou fibrézou, u nichz muze infekce kmeny Burkholderia cepacia komplexu vést k rychlé progresi onemocnéni do stavu vazné nekrotizujici pneumonie.
Obecné patfi burkholderie mezi oportunni nozokomiélni patogeny ohroZujici imunokompromitované pacienty.

Velmi vhodna je metoda identifikace pomoci MIS Sherlock pro grampozitivni nesporulujici tyCinky (napf. pro identifikaci nokardii izolovanych z klinického
materialu), kde hodnoceni zastoupenych mastnych kyselin méa i pfes pokrok metod molekularni biologie stale svou vahu.

Analyza mastnych kyselin se uplatnila i pfi diferenciaci nékterych rodi resp. druhl ze skupiny grampozitivnich, katalaza negativnich kokd, v praxi bézné
oznacovanych jako ,viridujici streptokoky“. Tyto podminéné patogeny jsou povaZovany za €astou pficinu septikémii u pacientdi s neutropenii a patfi mezi
vyznamna etiologicka agens bakterialnich endokarditid (napf.: Lactococcus sp., Leuconostoc sp., Streptococcus bovis, Gemella morbillorum, skupina nutri¢né
narocnych kok{ - Granulicatella adiacens, Granulicatella elegans a Abiotrophia defectiva).

MIS Sherlock neni v Ceskeé republice zcela bézny. V sou¢asné dobé ho viastni Etyfi pracovisté, pouze Zdravotni Ustav se sidlem v Ostravé se zabyva
identifikaci vybranych kmend izolovanych z klinického materialu. Systém je proto vyuZivan také ve spolupraci s jinymi laboratofemi zabyvajicimi se identifikaci
¢i klasifikaci mikroorganismu. Vysledky analyzy mastnych kyselin byly pouZity napfiklad k posouzeni diagnostické soupravy NEFERMtest 24 (Pliva-Lachema
Diagnostika) z hlediska Gcinnosti, staly se také soucasti nékolika UspéSnych vyzkumnych projektd - vyzkumného zaméru MZO/ZA/00538 (2001-2003,
identifikace mikroorganismd pomoci profilu mastnych kyselin), grantového projektu IGAMZ NR/8011-2 (2004-2005, identifikace aeromonad izolovanych
zklinického materialu) a projekt( NAZV ve spolupraci s Vyzkumnym ustavem mlékarenskym v Tabore (od roku 2001, klasifikace laktobacil(i a bifidobakterii).

Identifikace mikroorganismi pomoci analyzy mastnych kyselin - aktualni informace najdete na http://www.zuova.cz/informace/nrlpab24.php
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Omezovat konzum zeleniny pfi Iébé warfarinem a ethylbiskumacetatem?
MUDr. Ry3ava L., Ph.D., Oddéleni podpory zdravi, ZU Ostrava

Pacienti, ktefi pfichazeji donaSiporadny snizovani hmotnosti pfichazeji také s diagnozou kardiovaskularniho onemocnéni, jsouléeniantikoagulancii
audavaji, Ze jim byla zakazana konzumace nékterych druhti zeleniny. Pfi snizovani hmotnosti je nedilnou souéasti zmén Zivotniho stylu také zména stravovacich
navyka a zvySeni podilu zeleniny v jidelnicku, ktera je bohata na ochranné latky, vitaminy a mineralni latky, je objemna a zaroven nizkokaloricka.

Je znamo, Ze vitamin K je antagonistou Warfarinu. Je rozpustny v tucich. Z (idajli o obsahu a vyuziti vitaminu K1 (fytomenadion= phytonadion= fylochinon)
obsazeném prevazné v rostlinach by pfijem vyvazené a pestré stravy obsahujici adekvatni, obecné doporuovany podil zeleniny nemél negativné ovlivnit
interakce mezi témito dvéma latkami. Doporugovany prijem zeleniny a ovoce 5x denné (3 porce zeleniny, 2 porce ovoce) neni u obyvatel v CR hodnoceno podie
piehledi o spotiebé zeleniny a ovoce zatim nenaplfiovan. Jisté je kolisavy také s ohledem na ro¢ni obdobi. V poradné Zadny kvantitativné extrémni pfijem
nezadame. U pacientd lécenych peroralnimi antikoagulancii je tfeba usméméni, aby nebyly ¢astéji a v mnoZstvi nez je obvyklé konzumovany druhy zeleniny,
které obsahuiji vé&tsi mnozstvi vitaminu K (pfevazné zelena listova a koStalova zelenina Spenat, hlavkovy salat, brokolice, kvétak, r0zickova kapusta). Zaroveri je
tfebavzitv potaz, Ze:

o vstiebatelnost a vyuZitelnost vitaminu K ze zeleniny neni velkéa
o vbéznych druzich zeleniny je vitaminu K jen nepatrné bezvyznamné mnozstvi (jednotky aZ desitky mikrogramu), napf. rajce, paprika, okurek, kofenova
zelenina, brambory
e déle je tfebavzitv Gvahu fakt, Ze zelenina zaroven obsahuje dlleZité vitaminy a mineralnilatky a mnoho jinych nutriéné vyznamnych faktord (flavonoidy,
karotenoidy) uplatfiujicich se prikladné v prevenci kardiovaskularnich ¢i nadorovych onemocnéni
| zde nejvice plati zasada stfidmosti a pestrosti ve stravovacich zvyklostech a neni snad ani Gi¢elné stravovaci ndvyky pacienta ménit a omezovat, pokud jeho
stravovani neni alternativni (napf.vegetariani).

Nejvétsi podil vitaminu K (K2) je tvoFen télu vlastnimi stfevnimi bakteriemi. Zde mize byt problém u lidi uzivajicich dlouhodobé antibiotika, nebo trpicich
onemocnénim stfev, kdy miiZe dojit naopak k nedostatku vitaminu K a nezadoucimu zvySeni a€inku Warfarinu, jenz miize mit za nasledek krvacivé stavy.
Proto je dulezité pravidelné béhem uzivani Warfarinu kontrolovat testy krevni srazlivosti a aktualné davku Warfarinu upravovat a tim soucasné zajistit
ucinnostibezpecnostlécby, anizbychom museli usmériiovat pfijem zeleniny.

Proto se nejevi opodstatnéné Iééebné doporucovat vyloucenilistové a kost'alové zeleniny z jidelnicku.

Jisté je vSak namisté o vzajemné interakci vitaminu K a Warfarinu pacienta poudit a to zejména také v souvislosti s moznym uzivanim potravnich
dopliikil obsahujicich vitamin K (napf. Calibrum, Centrum Spektrum energy, Cetebe, CEM.M, One daily, Bion 3, Eko-komplex multivitamin, GS
multivitamin).



Literatura:

Obsah vitaminuK * mgi100g | Lusténiny a olejnata semena
Kofenova zelenina a hlizy hrach - lusk a semeno 0,022 Webova stranka American Society of Health - System Pharmacists Inc.
brambory 0,050 | sojové boby, mouka 0,190 Webova stranka Drugs.com. Drug information Online (Cerner Multon)
mrkev 0.080 Hou by Harris J.E. Int(e;racml)lnstqf dijt{/aqry fa[r):‘totri with o;zlgasntgcsog%lints: Review
d i and application. J. Am. Diet Assoc. 1995; 95:580-
celer 0,100 | zampion 0,017 Pinto J.T. The ;fgrmacokinetic and pharmacodynamic interactions of
Listova, fapikata zelenina, naté Obiloviny foods and drugs. Topics in Clinical Nutrition 1991; 6:14-33
&t F Zan A Booth S.L., Centurelli M.A. Vitamin K: tical guide to the dietary
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roKolice 8 ) [review]
hlavkovy salat 0,200 pSenicné otruby 0,080 Holt G.A. Food and drug interactions. Chicago. Precept Press 1998, 293
petrZel - nat 0,790 | Vejce 0,045
ruzickové kapusta 0570 | Méslo 0,060 Obsah vitaminu K| v 1 tableté vmg
E”e Zl'eII li (od3tavnéng), ¢ 6 zeli 0]0‘1105-26250 hmasvo' fové 0,020 Cenlrum 0,030

ysele zell (oastavnene), cervene zell R OVEZI, Veprove A - 0.050
petitka 0570 | hovéi jatra 0,045 ga'e'itm et 0005
chrest 0,040 | veprova jatra 0,024 Cp eb Y 0’ 020
Spenat 0350 | kufecijatra 0,080 Ge? € 0
$penat (konzervovany) 0290 | Migko eriavit 0,00
Plodova zelenina kravské ml. konzumni (3,5% f) 0,004 CEMM 0,025
fazolové lusky 0,022 | kravské ml. (15% 1) 0,002 One daily 0,025
okurek 0,005 | jogurt (max. 0,3%t) 0,001 Bion 3 0,030
rajce 0,008 | tvarohovy Gerstvy syr nizkotuény 0,001 Eko-komplex miltivitamin 0,025
sladka kukurice 0,002 | tvarohovy Cerstvy syt (40% tv s.) 0,050 GS multivitamin 0,020
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Nabizime sluzby: Skoleni
« spolupraci odbornym a praktickym lekartim, zdravotnickym zafizenim « poskytovani prvni prediékarské pomoci (na pracovistich)
« pro jednotlivee, Skoly, instituce, organizace, podniky, ob¢anska sdruzeni « znalosti nutnych k ochrané vefejného zdravi pro pracovniky konajici
(sluzby jsme ochotni poskytnout i primo v sidle vasi instituce) ¢innosti epidemiologicky zavazné v potravinarskych vyrobnach, prodejnach,
vefejném stravovani, restauracnim, Skolnim, na détskych rekreacich,
Poradny: v Upravnach vod a pfi provozovani vodovdd)
« odvykani koureni individualni
« skupinové (ve firmach, zavodech, institucich - na navrh Iékare pracovné Konzultace
lékarske péce, zaméstnavatele) » metod a forem zdravotné vychovnych aktivit
« snizovani hmotnosti (kurzy individudini i skupinové) » pii zhotovovani nzorné propagace, tiskovin v prevenci onemocnéni
« spravné stravovani v téhotenstvi a Uraz
« pii poruchéch vyZivy (anorexie, bulimie) o pii pfipravé i realizaci mistnich projektd podpory zdravi
« pfi alternativnich zplsobech stravovani (Dny zdravi, zdravotné vychovnych akci a aktivit rozvijejicich zdravy
« pii poruchach metabolismu (hyperlipidemie, diabetes, celiakie, dna, aj.) Zivotni styl)
« prevence onemocnéni rakovinou a nacvik samovy3etfovani prsi « ke zfizeni a projektové dokumentaci potravinafskych a $kolskych zafizeni
Vysetiovani: Vypuijcni sluzbu videokazet a publikaci se zdravotné vychovnou tématikou
« tlaku krevniho pro Vade Cekamy - zdrama
« glukdzy v krvi (nalacno) - metodou suché chemie - Reflotron
» cholesterolu celkového, HDL, LDL, triacylglycerolu - Reflotron Tiskové zdravotné vychovné materialy, ockovaci prikazy novorozencti
« vySkovahového poméru (BMI) -zdarma
« poméru tukové a aktivni svalové hmoty, vody v téle (Bodystat)
« bazalniho metabolismu (pfistroj Bodystat)
o psychické nachylnosti k nahlym pfihodam srde¢nim
« tElesné zdatnosti
« vySetieni plicnich funkci (spirometire)
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SLEZSKE DNY PREVENTIVNI MEDICINY - VII. roénik
7.-9.unora 2007, Lazné Darkov Karvina

SLEZSKE DNY

mevnmni  KHS Moravskoslezského kraje a Zdravotni Ustav se sidlem v Ostravé

MEDICINY

Ohlédnuti za konferenci

7. ro¢nik konference Slezské dny preventivni mediciny 2007 byl slavnostné zahajen 7. unora 2007 v reprezentativnich a pfijemnych prostorach
Spolecenského domu Lazni Darkov v Karving, pod zastitou Hlavniho hygienika CR a naméstka MZ CR, Hejtmana Moravskoslezského kraje, rektora Ostravske
univerzitya, CLKaCLS J.E.P.

Zahajeni se mimo jiné zucastnili zastupci MZ CR, SZU Praha, feditelka Generalniho konzulatu Polska v Ostravé, Hlavni hygienik Polska, pfedstavitelé mést
Karvina a Ostrava, zastupci vedeni nemocnic a zdravotnickych zafizeni, vedeni zdravotnich ustavi a krajskych hygienickych stanic, zastupci generalnich
sponzor( konference firmy Bochemie s.r.0.aBorsodChems.r.o.

Konferenci k setkaniijednani vyuzili také naSi vzacni hosté ze Slovenska a Polska. Z Polska k ndm zavital Dr. n. med. Andrzej Wojtyla, hlavni hygienik Polska,
jeho zastupce Dr.n. med. Przemystaw Bilinski, ministr zdravotnictvi Polska Dr. n. med. Marek Ludvik Grabowski, feditel hygienické stanice krakovského kraje
Dr.n.med. Zbigniew Swiderek, ale také, jako jiz tradicné, feditelka hygienické stanice v Polském Tésiné Mgr. Teresa Walga.

Nosnymi tématy letoSniho programu byly:
e MRSAanemocni¢ni nakazy
®  Vnitfni prostredi
® \/yznamné osobnosti MSK z oboru preventivni mediciny

Zaznélo zde celkem 80 pfednasek, vystaveno bylo 22 poster( a seslo se zde rekordnich 251 u¢astniku.

NaSe pozvani s zadosti o prezentaci pfijali takové osobnosti, jakymi bezesporu jsou Prof. MUDr. V.Bencko, DrSc., ktery se ve svém sdéleni zabyval zejména
historii MRSA v kontextu nemocnicnich nakaz, MUDr. V. Jindrak s Klinickym a epidemiologickym pohledem, RNDr. P. Urbaskova, CSc. se srovnanim vyskytu
MRSA v Evropé a CR ¢i MUDr. D.Hedlova, ktera se zaméfila na systém prevence a kontroly nemocni¢nich nakaz. Doc. MUDr. J.Benes, CSc. pak upozornil na
podcefiované nozokomialni infekce, jakymi je i napf. postantibioticka kolitida. Nemohu zapomenout na pohled klinika,v tomto pfipadé Doc. MUDr. C. Neorala,
CSc. nebo pravnika JUDr. L. Prudila, Ph.D. s pravni problematikou NN nebo také zdafilou prezentaci RNDr. V. TorSové, CSc. s ozfejménim soucasného pfistupu
EU k otazce bezpecnosti pacienta. V bloku vystoupili i hosté ze Slovenska - MUDr. M. Stevkovicova, MPH. ¢i Polska -Mgr. Teresa Walga, ale také pivodem ze
vzdalené Kolumbie, ale perfektni ¢estinou hovofici MUDr. Schwanhauser, MBA.

Stfede¢ni odpoledni program vedlej§iho salu byl zaméfen na dnes hojné diskutovanou otazku vnitfniho prostfedi a to zejména z pohledu legislativnich
rozdil v legislativé na Slovensku a v Cesku, pfistup k feSeni bytové problematiky, metodiky pro méfeni Skodlivin ve vnitinim prostiedi atd. Pfednaskovy blok
vyustil v diskusi o vyhlasce MZ €.6/2003 Sb. a nasledné byl dohodnuty postup dal$i komunikace se SZU a MZ pro pfipominkovani nedostatki uvedené vyhlasky.
Nasledoval blok vénovany hygiené prace a pracovniho Iékarstvi, kde byly pfednasky zaméfeny na vyskyt nemoci z povolani s ohledem na rozlozeni dle
jednotlivych rizikovych faktort, na kategorizaci praci, vznikem nemoci z jednostranné zatéze. Diskutovan byl také problém financovani pracovné lékarské péce
se zdrojli vSeobecného zdravotniho pojisténi. Diskuze zde probihala velmi zivé i v kuloarech.

Novinkou v programu bylo pfipomenuti si vyznamnych osobnosti MSK  z oboru preventivni mediciny. Podafilo se nam kontaktovat nase byvalé kolegy a
pfipravit tak samostatny vzpominkovy blok, ktery byl velmi mily azdafily. NaSe pozvani pfijali napfiklad: MUDr. Plesnik, MUDr. Bajgar, MUDr. Andél,
MUDr. Andélova, RNDr. Vrtny, MUDr. Charvat, MUDr. Pelikan ¢i MUDr.Mihulova. V kratkém vystoupeni jsme méli $anci vratitse o mnoho let zpét a zamyslet se
nad skuteCnosti, jak mnohdy velmi obtizné prosadit dobré zaméry. Pfitomnym bylo pfedano jménem feditelky KHS Moravskoslezského kraje MUDr. Heleny
Sebakové a jménem feditele ZU Ostrava RNDr. Petra Hapaly ocenéni za celozivotni praci. MUDr. Helena Sebakova zarover pfipomnéla ty, ktefi jiz mezi nami
bohuZzel nejsou, jako napf. RNDr. Pali¢ka, MUDr. Chobot, MUDr. Mali§, Doc. MUDr. Mixl,CSc., MUDr. Zuskova, MUDr. Kefkova, Prof. RNDr. ASmera,CSc., MUDr.
Blaha, MUDr. Janech, MUDr. Heinz, MUDr. Nedvidek, Doc. MUDr. Pachner, CSc., Ing. Peterek, CSc., MUDr. Suchanek.

V ramci EtvrteCniho bloku vénovaného infekéni epidemiologii jsme méli moznost seznamit se a prohloubit si poznatky z oblasti lymeskeé borreliézy a nakaz
prenaSenych klistaty v prezentaci vedouci NRL pro lymeskou borreliozu RNDr. Hulinské, CSc.,nebo také z oblasti nové se objevujicich infekci, zoonoz,
legionel6z, z nejaktualngjsi problematiky listeriéz Ci parotitidy. Své misto nadly v programu konference jiz tradi¢né zdravi a Zivotni styl.

Patecni program byl vénovan panelové diskuzi hygieniki, které se za CR z(gastnila RNDr. Rihova, za Polsko Dr. n. med. Andrzej Wojtyla, a Dr. n. med.
Grabowski a za Slovensko MUDr. Simko,MPH. Zastupci jednotlivych zemi informovali zejména o zménach ve vyvoji struktury hygienického dozoru a
souvisejicichzménach v legislativé za posledni rok. Velmi nas potésilo, Ze pozvani opét pfijali Prof. MVDr. J. Ruprich, PhD. RNDr.I. Rehtrkova, Ph.D, CSc. a
MVDr. V. Ostry, CSc. a umoznili nam diskutovat nad problematikou zaméfenou na vyzivu a bezpecnost potravin, napf. z hlediska vyzivovych a zdravotnich
tvrzeni u potravin, potravinovych alergii nebo také nad monitoringem vybranych pvodct alimentarnich zoonoz.

Prostor prezentovat vysledky své prace dostali opét studenti, v letoSnim roce zejména z Ostravské univerzity. Véfime, ze mladi lidé budou v programu
zaujimat stale vétSi prostor aze inadale budeme napliiovat motto konference Miadilidé a preventivni medicina.

V doprovodném programu konference méli nasi hosté pfilezitost okoupat se v nové rekonstruovaném bazénu s 1é&ivou jodovou vodou. Ve€erni program
hlavniho spolecenského vecera byl ladén do atmosféry havajského vecirku, podavaly se michané napoje, k tanci do ¢asnych rannich hodin hrali Smolafi, ale
hlavné nas svym recitalem potéSil pisnickar Josef Fousek. Mile nés pekvapili nasi hosté, kteff pfijeli na ve€irek pfipraveni - s originalnimi havajskymi ozdobami.

Dékujeme viem Ucastnikium konference, ktefi nas podporuji a aktivné se zapojuji do
odborného programu s aktuélnimi tématy, podékovani patfi vSem, ktefi pfevzali nad
setkanim zastitu, stejné jako sponzorlm konference, bez jejichz pfispéni by bylo
obtizné udrZet vysokou Uroven konference. V neposledni fadé patii podékovani
Laznim Darkov a.s, ktefi nam poskytuji komfortni prostfedik jednani i ubytovani
ajsou vstficni nasim netradi¢nim napadim.

Zaorganizacni vybor konference Mgr. Hana Bilkova Frankova

ZDRAVOTNI USTAYV SE SIDLEM V OSTRAVE
Partyzanské nam. 7, 702 00 Ostrava, tel.: +420 596 200 111, e-mail: podatelna@zuova.cz, www.zuova.cz
Centrum mikrobiologie, parazitologie a imunologie
Redakéni rada zpravodaje: Mgr. Hana Bilkova Frankova, Mgr. Pavlina Lyskova, MVDr. Romana Maskova, Miroslava Topinkova.




PLANOVACI KALENDAR 2007

« Objednejte se jednou za rok na pravidelnou preventivni prohlidku: u stomatologa, Zzeny u gynekologa,
co dva roky u praktického lékare!
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Vénujte kazdy den minimalné 2 hodiny pohybu, télesné aktivité (rychla chize a chiize do schodu je také pohyb)!
. ~




Oddéleni - odbor

Telefon

Pondéli
9.4.07

Utery
1.5.07

Utery
8.5.07

Ctvrtek
5.7.07

NI DOBA VE DNECH PRACOVNIHO KLIDUAO S

Patek
6.7.07

Nedéle

ZU Ostrava
odbor MaP —
odd.
bakteriologie*

596200111

6,00 - 14,30

6,00 - 14,30

6,00 - 14,30

6,00 - 14,30

8,00—13,00
(jen urgentni
vysetient)

6,00 — 14,30

8,00 -13,00
(jen urgentni
vysetient)

ZU Ostrava
odbor MaP —
odd. virologie*

596200111

V téchto dnech nebude zajistén provoz pracoviste

6,30 - 14,00

ZU Ostrava
odbor
imunologie a
alergologie®

596200111

6,00—14,00

6,00 — 14,00

6,00 — 14,00

6,00 - 14,00

6,00 — 14,00

6,00 — 14,00

Oddéleni
bakteriologie
Karvina*

596 383 kl. 252
- laboratoft klinického
materialu

596 383 kl. 544
- laboratot vzduSnych nakaz

6,00-9,00

6,00—-14,30

6,00—14,30

6,00—-14,30

6,00—14,30

Oddéleni
bakteriologie
Havirov*

596 491 kl. 680
- laborator klinického
materialu

596 491 kl. 682
- laboratot vzdusnych nakaz

6,00-9,00

(v nutnych pripadech
je mozna telefonicka
domluva)

6,00— 14,30
(v nutnych pripadech
je mozna telefonicka

domluva)

6,00— 14,30
(v nutnych pripadech
je mozna telefonicka

domluva)

6,00— 14,30
(v nutnych pripadech
je mozna telefonicka

domluva)

6,00—-9,00

(v nutnych piipadech
je mozna telefonicka
domluva))

6,00 - 14,30

OMPI Bruntal*

* PFijem vzorku kon€i %2 hodiny pfed koncem pracovni doby

554774 109

8,00 10,00

6,00 — 14,30

6,00 - 14,30

6,00 - 14,30

8,00 10,00

6,00 — 14,30

8,00 10,00
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