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odborny garant: Prof. MUDr. Toma$ Zima, DrSc.,MBA, UKBLD VFN Praha

17.ledna 2007 streda

10.00 - 13.00 Registrace
13.00 - 13.05 Zahajeni

13.05-13.35 Prezentgce zucastnénych pracovist’
Predsedajici: Ing. F. Stumr, Mgr. J. Mrazek

Ing. F. Stumr, OKBD, Krajska nemocnice Pardubice

H. Kolouchova, Z. Hourova, Diagnostika, s.r.o., Usti n. Labem
RNDr. P. Solichova, OLM Nemocnice Sternberk

Mgr. J. Drottnerova, OKM FN Brno

Mgr. J. Bednafikova, OKBD FN Olomouc

13.35 - 14.50 Uvodni sdéleni
Predsedajici: Prof.MUDr. R. Brdicka DrSc., Ing. D. Novotny, Ph.D.

Prof.MUDr. R. Brdi¢ka, DrSc., UHKT Praha
Preanalyticka faze v procesu detekce nukleovych kyselin — uvodni sdéleni
(30 min.)

Doc.RNDr. I. Mazura,CSc.,PfF UK Praha, Katedra antropologie:
Starodavna DNA (20 min)

PharmDr. R. Haluza, Ph.D., Generi Biotech, Hradec Kralové:
Uchovani a katalogizace krevnich skvrn (10 min)

MUDr. Z. Fiedler, Ph.D., ULBG LF UK Hradec Kralové:
Vliv fixativ na kvalitu DNA (10 min)

14.50 — 15.00 Prestavka



15.00 - 15.40 Vybrané aplikace |.
Pfedsedajici: MUDr. F. Musil, Ing. P. Riedlova,

Mgr. S. Tavandzis, Onkologické centrum J.G. Mendela, Novy Ji€in:
Zachyt mutaci v genech BRCA 1 a BRCA 2 v souboru pacientli s karcinomem
prsu (10 min)

Mgr. E. Prasova, Onkologické centrum J.G. Mendela, Novy Ji€in:
Molekularné geneticka diagnostika genu FBN1 u Marfanova syndromu (10 min)

Ing. P. Riedlova, Onkologické centrum J.G. Mendela, Novy Ji€in:
Mutacni a expresni analyza genu DPD u pacientd Ié¢enych 5-fluorouracilem a
jeho derivaty (10 min)

15.40 - 17.30 Komer¢ni diagnostika a technika
Pfedsedajici: Ing. F. Stumr, PharmDr. Jifi Skalicky

Mgr. D. Zrek, MUDr. |. Blanarik, Roche Diagnostics, s.r.o., Praha (15 min)
P. Dodal, MVDr. L. Lukeszova, Bio-Consult Laboratories, s.r.o., Praha (15 min)
RNDr. B. Bavinka, Mgr. L. Cabova, Labmark a.s., Praha (10 min)

16.20 — 16.30 Prestavka

Mgr. S. Pénic¢kova, RNDr. D. Elsnic, BAG Med. AG, Praha (10 min)
Mgr. J. Moos, CSc., Ing. R. ViI¢ek, IMMUNOTECH a.s., Praha (10 min)
MVDr. M. Sisak, G. Raskova, LABOSERYV, s.r.o., Brno (10 min)

RNDr. R. Helm,CSc., AscoMed, s.r.o., Praha (10 min)

Mgr. K. Smutna, LACOMED, s.r.0., Praha (10 min)

Mgr.J. Cizek, Dynex Laboratories, s.r.o., Praha (10 min)

17.30 - 18.00 Diskuse

19.30 — 23.00 spolec¢ensky vecer v hotelu Zlata stika

18. ledna 2007 ctvrtek

8.30-9.30 Vybrané aplikace lI.
Predsedajici : MUDr. Z. Medkova, Ph.D., Mgr. O. Scheinost

MUDr. E. Zampachova, Virologické odd., Nemocnice Ceské Budgjovice:
Vyznam indikace vysSetieni a volby materialu pri vysetfeni extrahumanniho
genomu (15 min)

MUDr. J. Hyjanek, ULGaFM, FN Olomouc:
Cytomegalovirova infekce v gravidité (15 min)



Doc.MUDr. D. Smajs, Ph.D., BU LF MU Brno:
PCR diagnostika a molekularni typizace plvodce syfilis: aktualni problémy
PCR detekce (15 min)

9.30-9.40 Prestavka
9.40 - 11.20 Problematika detekce herpetickych viru
predsedajici: RNDr. Jaroslav Konig, MUDr. Miroslav Forstl

RNDr. K. Roubalova, CSc., SZU Praha, Referenéni laboratof pro herpetické viry:
Problematika detekce herpetickych virt (20 min)

MUDr. V. Stépanova, UKM FN HK, PharmDr. L. Pliskova, Mgr. R. Bolehovska,
UKBD FN HK, MUDr. M.Férstl, UKM FN HK:
Zkusebni série okruznich vzorkt pro prikaz CMV DNA (15 min)

10.30 - 10.40 Prestavka

MUDr. P. Zak, Ph.D., MUDr. A. Zavielova, OKH FN Hradec Kralové:
CMV - klinicky vyznam kvantifikace (15 min)

Ing. N. Piskunova CSc., RNDr. M. Fialova, Mgr. P. Trubac, M. Jakubcova, LMBG,
Nemocnice Ceské Budéjovice:
Molekularni diagnostika herpetickych virti (15 min)

Mgr. E. Soudkova a kol., SEDIUM, s.r.o.- LMB KN Pardubice:
Vliv preanalytické faze na kvalitu vysledk( detekce herpetickych vira (10 min)

11.20 - 11.30 Prestavka

11.30 - 12.00 Varia
moderuji : Ing. M. Pejchalova, Ph.D., Mgr. M. Zemanek, Ph.D.

RNDr. T. Kuchta, CSc., Vyskumny ustav potravinarsky Bratislava:
Optimalizacia 5'-nukleazovej polymerazovej ret’azovej reakcie na identifikaciu
patogennych baktérii (15 min)

Mgr. P. Kralik, Ph.D., Mgr. I. TéSinska, Prof.MVDr. |. Pavlik, CSc. , Vyzkumny ustav
veterinarniho Iékarstvi, Brno:

Detekce a kvantifikace Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis v mléce
metodou Real Time PCR. (15 min)

12.00 — 12.30 Diskuse

12.30 Ukoncéeni
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Prof.MUDr. Radim Brdicka, DrSc.

UHKT Praha

Koordinac¢ni centrum genetickych laboratofi
U Nemocnice 1

128 20 Praha 2

tel: +420-221977219
e-mail: Radim.Brdicka@uhkt.cz

Preanalyticka faze v procesu detekce nukleovych kyselin — ivodni sdéleni

Nejen pfi analyzach nukleovych kyselin, ale pro vSechny laboratorni diagnostické
testy plati, ze preanalyticka faze je kliCovym krokem na cesté mezi pacientem a
vysledkem vySetfeni. Obvyklé omezeni preanalytické faze na odbér primarniho
vzorku narazi Casto v pfipadé nukleovych kyselin na pomérné znacnou vzdalenost
mezi mistem odbéru a mistem, kde dochazi k analytické fazi. Proto se nékteré
laboratofe zabyvaji pouze t.zv. vzorkovanim, t.. odbérem primarniho vzorku,
pfipadné doplnénym o pfeménu primarniho vzorku ve vzorek sekundarni v podobé
nukleové kyseliny (v uvahu pfipada spiSe jen DNA).

Analyticka faze je pak zahajovana bud izolaci nukleovych kyselin z primarniho
vzorku, nebo analyzou nukleovych kyselin vzorku sekundarniho. Laboratofe
zabyvajici se vzorkovanim by mély dodrzovat pokyny obsazené v Pfiruéce pro
odbér primarnich vzorku, kterou vypracovava laboratof zabyvajici se analyzou
nukleovych kyselin. Vzorkovaci laboratore, které provadéji izolaci nukleovych kyselin
maji vypracovan pfislusny postup v ramci t.zv. standardniho operacniho protokolu
(SOP).



Doc.RNDr. Ivan Mazura,CSc.

Katedra antropologie a genetiky ¢lovéka
PfF UK Praha

Vini¢ni 7

128 00 Praha 2

tel.: +420-221951621
e-mail: i.mazura@seznam.cz

Starodavna DNA

Historie genetického testovani ,starodavné DNA®“ se zacala psat téméf soucCasné
s genetickymi analyzami krevnich vzorkl moderniho €lovéka, tj. v poloviné 80.let
minulého stoleti.

Prvni genetické analyzy byly provadény na desitky let starych kosternich ostatcich a
s postupem Casu byly analyzovany vzorky staré aZz nékolik tisic let. S rozvojem
molekularné biologickych technik se ménil také metodicky pfistup k analyzovanym
lidskym ostatkim.V prabéhu dvacetileté historie ,analyz starodavné DNA® se také
postupné rozsSifoval soubor lidskych tkani, které mohly byt testovany. Kromé
kosternich ostatkl jsou dnes analyzovany mumifikované tkané&, zuby &i jejich
fragmenty, v parafinu zalité fragmenty tkani, ale také napf. formalinem dlouhodobé
fixované muzealni vzorky. Sou€asna analyza ,starodavné DNA® poskytuje odpovédi
na otazky urCeni pohlavi testované tkané, pfibuzenského vztahu jednotlivych
biologickych  materiall i  pfitomnosti genetické informace patogennich
mikroorganismu ve studovanych tkanich.

Velkym problémem testovani ,starodavné DNA® je nejen jeji degradace rlznymi vlivy
prostfedi, vnémz se biologicky material naléza, ale také Casta kontaminace
vySetfovaného biologického materialu nejriznéjSimi konzerva&nimi Cinidly.



PharmDr. Radovan Haluza, Ph.D.

Generi Biotech s.r.o.
Machkova 587
500 11 Hradec Kralové 11

tel.: +420-495056353
e-mail: radovan.haluza@generi-biotech.com

Uchovani a katalogizace krevnich skvrn

Abstrakta pfednasky nedodana.



MUDr. Zdenék Fiedler, Ph.D.

QLBG LF UK Hradec Kralové
Simkova 870
500 38 Hradec Kralové

tel.: +420-495816492
e-mail.: fiedler@Ifhk.cuni.cz

Vliv fixativ na kvalitu DNA

Zvlastnim pfipadem tzv. ,ancienit DNA je nukleova kyselina obsazena v histologicky
fixovanych tkanich. Fixativa naruSuji jeji celistvost a pravdépodobné i primarni
strukturu.

Moznosti postmortalni Ci jakékoli jiné genotypizace DNA izolované z histologicky
fixovaného materialu jsou ztizené a omezené. Pfednaska shrnuje literarni (daje
vazané k této problematice a referuje o vlastnich zkuSenostech s s takto ziskanou
nukleovou kyselinou.



Mgr. Spiros Tavandzis

P&R LAB, s.r.o.
Machova 619/30
741 01 Novy Ji¢in

tel.: +420-556794154
e-mail.: spiros.tavandzis@pr-lab.cz

Zachyt mutaci v genech BRCA 1 a BRCA 2 v souboru pacientli s karcinomem
prsu

Tavandzis S., PraSova E., Riedlova P., Hofinova (BrySova) V., Novotny J., Boday A.,
Kopecka P., Radina M.

Mutaéni analyza vysoce penetrantnich predispozi¢nich gend BRCA1 a 2 je
indikovana u pacientek/t s nadorem prsu u nichz je podezieni na hereditarni formu
tohoto onemocnéni. K analyze kompletni kédujici sekvence obou genu vyuzivame
screeningovou metodu denaturaéni vysoce ucinné kapalinové chromatografie -
DHPLC. Alelova heterogenita obou genu, jejich rozsahlost, a neexistence funkCnich
testl, které by spolehlivé prokazali dopad vSech typld mutaci na funkci proteinu,
znesnadnuji hodnoceni vysledki molekularné genetické analyzy. Navic velka
intragenova preskupeni, ktera se v obou genech vyskytuji nejsou detekovatelna
metodami zaloZzenymi na prosté PCR. Kromé detekce nukleotidovych zamén, malych
inserci a deleci je proto nutné sledovat také pfitomnost velkych intragenovych
prestaveb. MLPA analyza, kterou vyuzZivame pro detekci téchto zmén v obou
genech, nam umoznila odhalit rozsahlé delece, které pfi DHPLC analyze nemohly
byt zachyceny.

V pribéhu dvou let bylo metodou DHPLC v laboratofi molekularni biologie
analyzovano 108 probandek/U pochazejicich z rizikovych rodin. V tomto souboru bylo
detekovano 22 patogennich mutaci (20,4%). U souboru probandek/t, u nichz byl
vysledek DHPLC screeningu negativni, probiha retrospektivni MLPA analyza obou
gendu.



Mgr. Eva Prasova

P&R LAB, s.r.o.
Machova 619/30
741 01 Novy Ji¢in

tel.: +420-556794154
e-mail.: eva.prusova@pr-lab.cz

Molekularné geneticka diagnostika genu FBN1 u Marfanova syndromu

Prasova E', Boday A', Zlamalikova E', Riedlova P!, Kolafikova H? Fiser J?
Janyskova H', Radina M°

7Onko/ogické centrum J.G. Mendela, Novy Ji¢in, LaboratoF molekularni biologie,
?Onkologické centrum J.G. Mendela, Novy Ji¢in, Laboratoi forenzni DNA
diagnostiky, *Onkologické centrum J.G. Mendela, Novy Ji¢in, Laboratof biochemie

Marfandv syndrom (MFS) patfi do skupiny systémovych onemocnéni zvanych
fibrillinopatie. Jedna se o autozomalné dominantni onemocnéni pojivovych tkani s
incidenci kolem 1/5-10 000. Az 25% pfipadl vSak muze byt sporadickych.

Klinicky se MFS vyznacuje velkou variabilitou. Mezi hlavni pfiznaky patfi poruchy
kardiovaskularniho systému, ocniho a kostniho systému. PfiCinou tohoto
onemocnéni jsou mutace v genu FBN1, ktery je lokalizovan na chromozomu 15q15-
g21.1. V lidském genomu patfi FBN1 do skupiny velkych genu - je dlouhy 235 kb, ma
65 exonu, které koduji 2871 aminokyselinovych zbytkd. Produktem je extracelularni
protein fibrillin 1, ktery je sou€asti elastickych i non-elastickych mikrofibril pojivovych
tkani. Odtud prameni postiZzeni vice organovych systéma.

V Laboratofi molekularni biologie Onkologického centra J. G. Mendla v Novém Ji¢iné
jsme zahadjili molekularné genetickou diagnostiku genu FBN1 z genomické DNA. Po
PCR vS8ech exonl se provadi screeningova metoda SSCP. Vzorky, u kterych byly
nalezeny odchylky pfi migraci v polyakrylamidovém gelu jsou nasledné sekvenovany.
Umozfiuje to pomé&rné rychlou a presnou analyzu FBN1 genu. Uspé&snost analyzy ve
velké mife ovliviiuje pfesné stanovena klinicka diagnéza dle pfisnych ,ghentskych®
kritérii.



Ing. Petra Riedlova

P&R LAB, s.r.o.
Machova 619/30
741 01 Novy Ji¢in

tel.: +420-556794154
e-mail.: petra.riedlova@pr-lab.cz

Mutacni a expresni analyza genu DPD u pacientd Ié¢enych 5-fluorouracilem a
jeho derivaty

Riedlova P ', Boday A", Fiser J2, Richterova R, Prasova E ', Gucky T3, Kopecka P
! Kugerova M*, Radina M®

7Onko/ogické centrum J.G. Mendela, Novy Ji¢in, LaboratoF molekularni biologie,
?Onkologické centrum J.G. Mendela, Novy Ji¢in, Laboratoi forenzni DNA
diagnostiky, 3Onkologické centrum J.G. Mendela, Novy Ji¢in, LaboratoF biochemie

Dihydropyrimidin dehydrogenaza (DPD) je enzym, jehoZz aktivita je limitujici pfi
degradaci protinadorového IéCiva 5-fluorouracilu (5-FU) na neaktivni metabolity.
PrestoZe jsou 5-fluorouracil a jeho profarmaka jiz nékolik desitek let I&Civy prvni
volby pfi 1éCbé karcinomu gastrointestinalniho traktu a dalSich, existuje pfi podani
riziko toxickych a ojedinéle az letalnich reakci. PFi¢inou muize byt porucha
katabolismu pyrimidinu, nejCastéji deficience DPD, ktera vede ke kumulaci toxického
léCiva, resp. jeho metabolitd v organismu.

Exprese genu DPD je tkanové specificka a za normalnich okolnosti se projevuje
prevazné v jatrech. Defekty aktivity DPD jsou dany mutacemi nebo snizenou expresi
genu DPD, ktera se muze vyvinout v disledku 1é¢by fluoropyrimidiny.

V retrospektivni studii u informovanych pacientt s projevy toxicity po Ié¢bé 5-FU je
provadéna chromatografickd analyza metabolitt DPD (uracilu a dihydrouracilu)
v plazmé, resp. v mocCi a nasledné molekularné geneticka analyza exprese genu
DPD na urovni RNA, pfipadné mutacni analyza na uarovni DNA. V ramci tohoto
sdéleni prezentujeme pouzivané metodiky a dosavadni vysledky prace. Cilem prace
je vytvofit diagnosticky postup, kterym by se mohlo predejit potencialnim toxickym
reakcim u pacientd, u kterych je planovana lé¢ba 5-FU.



MUDr. Eva Zampachova

Virologické odd.

Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s.
B. Némcové 54

370 87 Ceské Budé&jovice

tel.: +420-387873650
e-mail: zampacho@nemcb.cz

Vyznam indikace vysetieni a volby materialu pri vysetfreni extrahumanniho
genomu

Mikrobiologické vySetfeni je slozitéjSi o to, Ze popisuje interakci mezi mikro a
makroorganismem. V preanalytické fazi je dilezité nejen spravné provedeni odbéru
a uchovani vzorku, ale hlavné odbér ze spravného mista ve spravnou dobu — tedy
indikacni faze vySetfeni. Na pfikladech z praxe i z literatury je demonstrovano, jaky
vyznam pro validni vysledek vySetfeni ma nejen technologie odbéru a preanalytické
faze tykajici se konkrétniho jiz odebraného vzorku, ale hlavné vyznam odbéru
vzhledem k pribéhu onemocnéni a vazba na ostatni vySetfeni. Mnozstvi
prokazované nukleové kyseliny extrahumanniho genomu je proménlivé. Proto musi
indikujici osoba dobfe znat patogenezi infek&nich onemocnéni. Je nutné jednotliva
mikrobiologicka vySetfeni provazat a spolecné interpretovat. TéziStém prace
klinického Iékare je syntéza klinickych a laboratornich nalezl ke stanoveni diagnozy,
dil¢i interpretaci laboratornich nalezi oCekava od laboratofe. Proto je indikace a
interpretace nedilnou soucasti laboratorniho vysetreni.



MUDF. Jifi Hyjanek

Ustav lékafské genetiky a fetalni mediciny
FN Olomouc

|.P.Pavlova 6

775 20 Olomouc

tel.: +420-588442866
e-mail: Hyjanek@fnol.cz

Cytomegalovirova infekce v gravidité

J.Hyjanek, D. Horak, D.Novotny

Cytomegalovirus (CMV) zpusobuje obvykle jako ostatni herpetické viry latentni
infekce. Asi 60-65% Zen ma v obdobi fertiniho véku protilatky proti CMV.
K sérokonverzi dochazi nejCastéji mezi 15 az 35 lety véku. V socialné slabSich
skupinach dosahuje séropozitivita vtomto obdobi 85%. Primarni CMV infekci
prodélava 0,7 — 4% gravidnich Zen, rekurentni onemocnéni se vyskytuje u 13,5%
gravidnich. Vrozena CMV infekce postihuje ro¢né 1-2% novorozencu. Primarni
infekce zvySuje riziko transplacentarniho pfenosu na plod ve 30 — 40%, naproti tomu
pfi reinfekci jen v 1%. Kongenitalni CMV infekce vyvolava asi u 10% nakazenych
plodu syndrom, ktery muze zahrnovat nasledujici pfiznaky: chorioretinitida, hluchota,
mikrocefalie, vady CNS, intrakranialni kalcifikace, zachvaty kieCi, hypotrofie,
mentalni a motoricka retardace, ikterus, hemolyticka anemie a trombocytopenicka
purpura. Prenatalné Ize diagnozu nejspolehlivéji potvrdit prikazem viru v amnialni
tekutiné pomoci PCR diagnostiky se senzitivitou 80-100% s komparaci s DNA
diagnostikou viru z krve matky. U infikovanych plodd se mulze vyskytovat i
patologicky nalez pfi ultrasonografickém vySetfeni zahrnujici mozkovou
ventrikulomegalii, kalcifikace CNS, hepatomegalii, ascites az hydrops, rustovou
retardaci, abnormalni Kkalcifikaci v intestinu a jatrech. Kazuistika dokladuje
diagnostiku CMV infekce u plodu pomoci vysSetieni UZ, IMR plodu a molekularné
genetického vysetieni PCR CMV.



Doc.MUDr. David Smajs, Ph.D.

Biologicky ustav LF MU Brno
Kamenice 5

budova A6

625 00 Brno

tel.: +420-549497496
e-mail: dsmajs@med.muni.cz

PCR diagnostika a molekularni typizace plivodce syfilis: aktualni problémy
PCR detekce

Komparativni genomika patogennich spirochet odhalila chromosomalni oblasti
puvodce syfilis, Treponema pallidum ssp. pallidum, které jsou variabilni v nékolika
vySetfenych kmenech tohoto poddruhu a které jsou ohraniCeny konzervovanymi
sekvencemi. Zavedli jsme metodu detekce chromosomalni DNA T. p. pallidum
dvoukrokovou (nested) PCR reakci, ktera amplifikuje ¢ast genu TP0319 (tmpC),
kodujiciho hypoteticky membranovy lipoprotein. PCR amplifikace a sekvenovani
DNA genu TP0136 a TP0548 z pozitivnich vzorkl prokazalo vyskyt jak kmenu
sekvencné identickych s kmenem T. p. pallidum SS14, tak také unikatnich
syfilitickych kmena, doposud u T. p. pallidum nepopsanych. Aktualni problémy PCR
detekce T. p. pallidum v Kklinickém materialu zahrnujici zejména vybér a odbér
klinickych vzork(, jejich transport a zpracovani. Pokroky v molekularni typizaci T. p.
pallidum v Kklinickém materidlu pfispéji k rozvoji epidemiologie syfilis a pfinesou
moznosti rozliSeni mezi reinfekci a reaktivaci syfilitického procesu.



RNDr. Katerina Roubalova, CSc.

Narodni referencni laboratof pro herpetické viry
SZU Praha

Srobarova 48

100 42 Praha 10

tel: +420-267082247
e-mail: herpesvir@szu.cz

Problematika detekce herpetickych virt

Specifické biologické vlastnosti herpetickych virll, zejména schopnost vyvolat latentni
infekci organismu spojenou s celozivotnim nosicstvim viru, reaktivace infekce v
podminkach oslabeni imunitniho systému a vysoky stupefi promorenosti populace
komplikuji laboratorni diagnostiku onemocnéni, které s témito infekcemi souvisi.
Zavedeni amplifikaCnich metod prukazu virovych nukleovych kyselin do rutinni
diagnostiky pfineslo nejen zasadni zménu v moznostech pfimého prukazu virQ, ale i
novy pohled na jejich zivotni cyklus, mechanismy regulace latence a nové poznatky o
patogenezi infekce. Pomoci detekce virové DNA bylo prokazano, Ze latentni faze
infekce je provazena persistentni replikaci viru, udrZzovanou na nizké Urovni
mechanismy imunitniho systému a spojenou s asymptomatickym vylu€ovanim virQ v
oblasti oropharyngu, €i genitourinarniho traktu. Ukazalo se, Ze hladina replikace viru
je hlavnim faktorem, ovliviiujicim patogenni projevy infekce. Bylo zjiSténo, Ze jak
primarni, tak rekurentni infekce mohou byt spojeny s Sifenim viru krevni cestou a s
nim souvisejici pfechodnou virémii, kterou lze vyuzit pro Casnou diagnostiku.
Technika PCR umoznila detekci herpetickych virl v daleko SirSi Skale klinickych
vzorkl, prenatalni diagnostiku kongenitalnich infekci a monitorovani Uspésnosti
antivirové terapie. Nové poznatky o biologii a patogenezi herpetickych infekci je
nutno zohlednit pfi vybéru, €i konstrukci vhodnych amplifikacnich metod i pfi spravné
interpretaci jejich vysledku.
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Zkusebni série okruznich vzorkt pro prikaz CMV DNA

St&panova V., Pliskova L., Bolehovska R., Forstl M.

Pro sestavovani kontrolniho panelu 8 vzorkl byl pouzit kmen CMV AD 169 a pro
negativni vzorky aqua pro injectione.

Kontrolni panel byl v ramci nultého ro¢niku EHK rozeslan 8 laboratofim, od kterych
jsme obdrzeli 9 vysledkovych listu (jedna laboratof zaslala 2 vysledkové listy pro
jejich 2 rizné metody). Kvantitativni vysledky byly zaslany v 7 pfipadech.

NejCastéji pouzivanym zpusobem je extrakce pomoci kolonek firmy QIAGEN (7x -
QIAamp DNA Mini Kit nebo QlAamp DNA Blood Mini Kit). Ve dvou laboratofich byla
pouzita extrakce pomoci magnetickych partikuli.

NejcastéjSim zpusobem amplifikace je real-time PCR (6x komer¢ni kit - QIAGEN
RealArt CMV PCR Kit nebo LightUp ReSSQ CMV assay, 2x in-house metoda).
V jednom pfipadé byla pouzita nested PCR s detekci pomoci gelové elektroforézy.
VSechny pouzité komeréni kity mély znacku CE.

Kvalitativni a kvantitativni vysledky budou komentovany v prednasce.
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CMV - klinicky vyznam kvantifikace

P. Zak, A. Zavrelova, L. Pliékoyéz, K. Bolehovska
Il. interni klinika — OKH a 2 UKBD, FN a LF v Hradci Kralové, Univerzita Karlova
Praha

CMV je jednou z hlavnich pfi€in umrti po alogenni transplantaci krvetvornych
bunék (aloTKB). Vysoce rizikovou skupinou jsou pacienti s poétem CD4+ bunék <
50/ mm?, dale po imunosupresivni terapii — fludarabinem / anti CD52 / ATG a
s reakci Stépu proti hostiteli s dlouhodobou kortikoidni terapii. Zakladnim pfistupem
jak snizit frekvenci CMV infekce jsou profylakticka opatfeni a preemptivni terapie. K
prukazu virémie v leukocytech uzivame standardni PCR, kvantitativni stanoveni je
provedeno technikou real time PCR s detekéni mezi 70-100 kopii/ml. Aktivita CMV je
monitorovana u vsech recipientd 1x tydné do dne 100 po aloTKB. V dalSim prabéhu
je sledovani CMV individualni dle stupné rizika. Do 100. dne po aloTKB je priikaz
CMV virémie (PCR CMV > 100 kopii/ml) indikaci k zahajeni preemptivni terapie. Po
dni 100 od aloTKB je zahajena preemptivni terapie pfi prukazu velké virové naloze (
1000 kopii/ml) nebo pokud dojde k narlstani replikace CMV v kontrolnim odbéru po
48 hodinach. ( prace podporovana vyzkumnym zamérem FN MZO 00179906)
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Molekularni diagnostika herpetickych virt

Abstrakta pfednasky nedodana.
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Vliv preanalytické faze na kvalitu vysledk( detekce herpetickych virt

Soudkova, E.", Simon, P.?, Safafova, P.”, Stumr, F."”
) Pracoviété molekularni biologie, OKBD — SEDIUM, Krajska nemocnice Pardubice
2) Univerzita Pardubice

V nasi laboratofi jsme z dlvodu zajisténi spravné pre-amplifikacni faze a divodu
provoznich sledovali tfi faktory uplatfiujici se pfi zpracovani materialu, které by mohly
mit vliv na vysledek stanoveni herpetickych viri metodou real-time PCR. Tento vliv
jsme sledovali pfedevsim u stanoveni EBV, pro které nam byla z klinickych pracovist
zasilana plna krev. Prvnim faktorem byl vliv zpausobu separace pIné krve (pfiprava
buffy coatu Ci izolace NK pfimo z pIné krve). Druhym byl vliv délky ¢asové prodlevy
mezi pfijmem a izolaci NK (provedeni izolace v den odbéru, druhy, tfeti &i Ctvrty den
po odbéru) a tfetim faktorem byl vliv typu izolace (kolonky QiaAmp DNA mini kit vs.
automaticky izolator MagNA Pure Compact). Vliv téchto faktor na vysledek real-time
PCR EBV byl sledovan stanovenim hodnoty crossing-pointu na pfistroji LightCycler.
Z nasich vysledku vyplyva, ze stanoveni EBV metodou real-time PCR Ize provadét
jak z buffy coatu, tak z plné krve, a to i tfeti Ci Ctvrty den po odbéru vzorku bez
vyznamného ubytku DNA. Rovnéz izolace pomoci kolonek se jevi z hlediska vytézku

Vv s

automatického izolatoru.
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Optimalizacia 5'-nukleazovej polymerazovej ret’azovej reakcie na identifikaciu
patogennych baktérii

Metdda 5’-nukleazovej polymerazovej retazovej reakcie s priebeznou fluorometriou
(real-time PCR so sondami typu TagMan) je efektivny moderny postup na
identifikaciu patogénnych baktérii, vyznalujuci sa vysokou citlivostou, selektivitou
a rychlostou. Na zabezpelenie dostatoCnej spolahlivosti sa odporu¢a jeho
pouzivanie vo formate duplex s internou amplifikanou kontrolou (IAC), pricom na
identifikaciu patogénnej baktérie sa pouzije sonda oznaCena farbivom FAM a na
identifikaciu IAC sonda oznacena farbivom VIC, JOE alebo Yakima Yellow.
Experimentalne sme porovnali fluorescencné parametre sond oznacenych réznymi
farbivami a zhasané réznymi zhasacmi. Zistili sme, Zze z dostupnych kombinacii je
najvhodnejSie prvu sondu oznacit farbivom FAM a zhasat ju BHQ1, druhu sondu
oznaCit farbivom JOE a zhaSat ju BHQ1. NajrozSirenejSiu (a najlacnejSiu)
kombinaciu oznacCenia/zhaSania sond FAM/TAMRA x VIC/TAMRA nie je mozné
korektne fluorometricky stanovit v real-time PCR cykléroch s optikou vybavenou
Standardnymi filtrami. Na zaklade zmerania 3D-fluorescencného spektra uvedeného
systému sme navrhli optimalne fluorometrické podmienky pre tuto kombinaciu a v
modelovom experimente sme potvrdili zvySenie citlivosti merania a znizenie
interferencie medzi optickymi kanalmi.
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Detekce a kvantifikace Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis v mléce
metodou Real Time PCR

Petr Kralik", lva Té8inska', Ivo Pavlik’
1Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Hudcova 70, 621 00 Brno

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), puvodce paratuberkulézy u
skotu, byl identifikovan v kravském mléce a to i po pasterizaci pfi 71 az 72°C.
Jednalo se jak o Zivé bakterie, které bylo mozno kultivacné ozivit, tak i o
mykobakterialni DNA, ktera byla detekovana pomoci PCR. Vzhledem k faktu, ze
MAP je moznym puvodcem Crohnovy choroby u lidi, muze byt pfitomnost MAP
v mléce a v mlécnych vyrobcich vyznamnym rizikovym faktorem pro spotfebitele,
zejména pro déti.

Systém pro detekci a kvantifikaci MAP je zaloZzen na detekci 2 nezavislych
specifickych lokusu v genomu MAP. Jedna se o inzer¢ni sekvenci 1IS900, ktera se
v genomu MAP vyskytuje v 15 az 20 kopiich a fragment F57 pfitomny v jedné kopii.
Pro odliSeni faleSné negativnich vzorkd byl do kazdého systému navrhnut interni
standard na bazi kompetitivni PCR. Jako kvantifikacni standardy byly pouzity
plazmidy s naklonovanymi PCR produkty lokusu F57 a 1S900.

SoucCasné byla vyvinuta metodika na izolaci vysoce Cisté DNA z 50 ml mléka za
pouziti komeréné dostupného kitu s nékolika modifikacemi. Kvalita a vytézek
izolované DNA byly ovéfeny na uméle kontaminovanych vzorcich mléka. Nasledné
byla metodika izolace DNA a Real Time PCR kvantifikace pouzita na vysSetfeni
vzorkl mléka z chovl se znamym vyskytem paratuberkuldézy. Dosazeny detekCni
limit je pro F57 Real Time PCR jsou 3 MAP/1 ml mléka. 1S900 Real Time PCR je
mozno detekovat 1 MAP/5 ml mléka.

Prace byla vypracovana s podporou grantu Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky
MZE0002716201 a ¢. FOOD-CT-2005-007081 PathogenCombat (Brussels, EC).



