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Tromboembolicka nemoc (TEN) je multifaktorialni onemocnéni, kdy je pfi hodnoceni
rizika trombofilie vyznamné i urc¢eni molekularné genetickych znaki. Z nich maji nej-
zasadnéjsi klinicky vyznam stanoveni mutace FV Leiden (1691G>A) a mutace genu pro
protrombin (20210G>A). Analyzator cobas z 480 PCR je zastupcem nejnovéjsi genera-
ce rodiny LightCycler® (f. Roche). Byl navrzen specialné pro IVD a ma vysoky vykon
v kombinaci s vynikajici detekci fluorescen¢niho signalu. Vyuziva format mikrotitra¢-
ni desticky (max. 96 testii v jednom béhu) a ma 6 optickych detek¢nich kanalia. Ana-
lyzator byl testovan v molekularné genetické laboratofi Trombotického centra VFN
a 1. LF UK v Praze. Cilem bylo posoudit senzitivitu detekce vzorki s riznymi kombi-
nacemi genotypu Leidenské (F5), resp. protrombinové (F2) mutace. Z kazdého vzorku
byla vytvorena fedici fada o péti stupnich s klesajici koncentraci, pficemz koncentrace
posledniho fedéného vzorku se jiz nachazela pod vyrobcem doporucenym detekénim
dilu¢nim limitem. Z vysledkd je patrné, Ze i vzorky s velmi nizkou koncentraci byly

vyhodnoceny spravné a bez chybové hlasky.

Vysledky zkuSebni analyzy pristroje
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Vyznam detekce hereditdrnich
trombofilnich stavii spojenych
s TEN

Dle doporuceni Ceské spole¢nos-
ti pro trombézu a hemostizu CLS JEP
(www.csth.cz) maji z molekuldrné gene-
tickych vySetfeni pfi patrani po trom-
bofilnim stavu spojeném s TEN za dnes-
niho stavu védomosti zasadni klinicky

vyznam pouze urceni mutace FV Leiden

A Obr. 1: Analyzdtor cobas z 480
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(1691G>A) a mutace genu pro protrom-
bin (20210G>A). Vysetfeni téchto dvou
genetickych stanoveni doporucujeme
zdravotnickym zafizenim indikovat pou-
ze selektivné:
a) pfed zahdjenim kombinované per-
oralni  hormondlni  kontracepce
a/nebo hormonadlni substitu¢ni 1é¢-
by estrogeny (HRT) u Zen s pozitivni
osobni anamnézou prodélané TEN,

nebo s pozitivni rodinnou anamnézou

vyskytu TEN u ptibuznych v prvni li-
nii (matky, otce, vlastnich sourozenct
a déti probanda);

b

=

u 0sob se stavem po prodélané idiopa-

tické TEN, pfi patrani po vyvolavajici

antikoagulac¢ni 1écby (viz doporuceni

9. konsenzu ACCP);

¢) u Zen po opakovanych 3 potratech
v 1. trimestru gravidity, nebo u kazdé
ztraty plodu po tomto obdobi gravi-
dity;

d) u téhotnych zen s pozitivni osobni
nebo rodinnou anamnézou prodéla-
né TEN (1. linie pfibuzenstva), nebo
s komplikacemi v gravidité (pfi téz-
kych formach preeklampsie, retardaci
plodu anebo po abrupci placenty);

e) z jinych indikaci po vySetfeni v trom-
botickém centru.

Pozn.: Pfi pozitivnim zdchytu uvedenych

mutaci je vhodné provést tato vysetieni

i u ptibuznych prvniho stupné, pokud se

u nich vyskytuji dalsi rizika spojend s trom-

bofilii (u déti ale az po 12 letech jejich véku,

pokud k tomu nejsou jiné diivody).

Mimo vySetfeni FV Leiden (1691G>A)
a mutace genu pro protrombin
(20210G>A) jsou vysetieni jinych poly-
morfismi spojovanych s TEN indikovana
ve vybranych piipadech pouze trombo-
tickymi centry a provadéji je pouze labo-
ratofe s ovéfenou a provadénou externi

kontrolou kvality. Dal$im pfedpokladem

A Obr. 2: Podavac mikrotitracni desticky



A Obr. 3: Ctecka érového kédu

je dokumentovana pravidelna vnitini

kontrola kvality u kazdé série vySetfeni.

Analyzdtor cobas z 480

Analyzator cobas z 480 (obr. 1) slouzi
k amplifikaci a detekci nukleovych kyse-
lin pomoci metody PCR v redlném case
a byl vyvinuty predev$im k aplikacim
v oblasti in vitro diagnostiky. Analyzator

disponuje az $esti detekénimi kanaly.

Hardware samotného analyzatoru se kro-
mé pripojeného zalozniho zdroje prili§
neli$i od LightCycler® 480, stejné jako
zdsady a postupy spravného zachdzeni
s nim. Diody informuji uzivatele o stavu
hardwaru. Podava¢ mikrotitra¢ni destic-
ky je ovladan jedinym tlac¢itkem, umisteé-
nym vedle téchto diod (obr. 2). V médu
IVD se mikrotitra¢ni desti¢ky i kit s re-
agenciemi nacitaji do systému pres ca-
rovy kéd pomoci ctecky, coz eliminuje
moznost pouziti reagencii po uplynuti

data jejich expirace (obr. 3).

Dale uzivatel voli pocet vzorki, pficemz
prvni (Al) a druhd (B1) pozice jsou ob-
sazeny pozitivni a negativni kontrolou.
Po pojmenovani ¢i oznaceni jednotlivych
vzorkd nactenych z LISu uzivatel voli
typ testu, tedy zda chce analyzovat pou-
ze F2, resp. F5, ¢i jejich kombinaci. Typ
testu lze zvolit hromadné vybranim vsech
vzorkd. Vlastni laboratorni prace spo-

¢iva ve smichani pouze dvou reagencii,
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fotosenzitivniho ~ MasterMixu  (F2F5
MMX) a kofaktoru reakce (F2F5 COF).
Laboranti mohou byt zpocatku zasko-
¢eni vyrazné vy$$imi reak¢nimi objemy,
kdy se k ptipravené 25ul smési pridava
25 pl izolované DNA. Po spusténi PCR
béhu zasunutim podavace je jiz analyza
trvajici priblizné hodinu a ptl a stejné

tak i vysledné vyhodnoceni dat v rezii

A Obr. 4: Report s vysledky analyzy

samotného analyzatoru a jeho IVD soft-

waru.

V zéloice Results se poté uzivateli zob-
razuje, jestli byly kontroly a celkovy béh
platné, a soucasné i vysledky pro jednot-
livé vzorky. Ty je pak mozné exportovat
do LISu nebo stédhnout a zalohovat v po-
dobé PDF souboru (obr. 4).
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Vysledky zkusebni analyzy
s riiznymi dilucemi vzorkii
pristrojem cobas z 480

Pro zkusSebni analyzu a sezndmeni se
s pristrojem bylo vybrino 14 vzorkt
(tab. 1) s riznymi kombinacemi geno-
typtt pro Leidenskou mutaci a mutaci
protrombinu. Z kazdého vzorku byla
vytvofena fedici fada o péti bodech
s klesajici koncentraci. Pivodni nefedé-
ny vzorek o poc¢atecni koncentraci v de-
sitkdch ng/pl byl nafedén 5x, 10x, 100x
a 1000x, pricemz koncentrace posled-
niho fedéného vzorku se jiz nachazela
pod vyrobcem doporu¢enym limitem
(<0,1 ng/pl). Po nahlédnuti do automa-
ticky vytvoreného reportu je patrné, ze
i tyto vzorky s velmi nizkou koncentraci
byly vyhodnoceny spravné a bez chybo-
vé hlagky.

Zaveér

Dle ziskanych zkuSenosti je obsluha
analyzatoru cobas z 480 nenaro¢nd a in-
tuitivni, podobné jako u zafizeni Light-
Cycler® 480. Moznost soubézné PCR
analyzy vice sledovanych oblasti jisté
oceni laboratore, které provadéji rutinni

stanoveni dvou nejcastéjsich genetickych

Priblizna koncentrace DNA [ng/pl] Genotyp*
Vzorek €. | Nefedény 5x 10x 100x 1000x F5 F2
1 18,1 3,6 18 0,2 0,02 HOM HOM
2 79,4 15,9 7.9 0,8 0,08 HOM HET
3 31,9 6,4 3,2 0,3 0,03 HOM HET
4 102,2 20,4 10,2 1,0 0,10 HOM WT
5 34,2 6,8 3.4 0,3 0,03 HOM WT
6 20,6 41 2,1 0,2 0,02 HET HET
7 43,4 8,7 4,3 0,4 0,04 HET HET
8 43,4 8,7 4,3 0,4 0,04 HET WT
9 25,5 5,1 25 0,3 0,03 HET WT
10 30,4 6,1 3,0 0,3 0,03 WT HOM
11 30,8 6.2 31 0,3 0,03 WT HET
12 37,2 7.4 37 0,4 0,04 WT HET
13 33,3 6,7 3.3 0,3 0,03 WT WT
14 66,1 13,2 6,6 0,7 0,07 WT WT

* HOM = mutovany homozygot, HET = mutovany heterozygot, WT = wild type homozygot

A Tab. I: Testovaci vzorky a jejich genotyp

vySetfeni v souvislosti s TEN (mutace
faktor V Leiden a mutace pro faktor II
protrombin). Ovlddani softwaru je velmi
logické a zaskolenému laborantovi dava
v rezimu IVD prakticky nulovy prostor
pro pochybeni ¢i nesprdvné nastaveni.
V UDF (user-defined worflow) modu
analyzator slouzi jako prizptisobitelny
a univerzalni PCR termocyklér s real-ti-
me detekei, ktery Ize vyuzit i pro libovol-

nou vyzkumnou analyzu s vlastnoruc¢né

nastavitelnymi protokoly. Analyzator
cobas z 480 splnuje ucel, pro ktery byl
primarné urlen, coZ jsou rutinni dia-
gnostické PCR testy, s rychlym workflow
a vysokou senzitivitou detekce i u vzorki
s velmi nizkou koncentraci analyzované-

ho genetického materialu.

Price byla podpofena projektem
RVO-VEN64165. Pouzita literatura k dis-

pozici u autora textu.
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