MEDILA? [TINEMOCNICE

LAEORATORE

SBORNIK

9. ro¢niku odborné konference

RUTINNI ANALYZA NUKLEOVYCH KYSELIN
MOLEKULARNE BIOLOGICKYMI TECHNIKAMI

RANK 2013

30. a 31. ledna 2013, hotel Zlata Stika, Pardubice

www.rank.cz




Organizacni vybor konference:

Ing. Frantisek Stumr, Ph.D.
Ing. Dalibor Novotny, Ph.D.
Ing. Jaroslava Vavrova, Ph.D.
PharmDr. Jifi Skalicky, Ph.D.
Ing. Barbara Stumrova
Alena Novotna

Odborny garant konference:

Prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc., MBA

Sbornik vydal:
Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, v.v.i.
Hudcova 296/70
621 00 Brno

ISBN 80-86895-28-9



Ceska spole&nost klinické biochemie CLS JEP
MeDilLa spol. s r.o0., Strossova 239, 530 03 Pardubice

Oddéleni klinické biochemie a diagnostiky,
Pardubicka krajska nemocnice a.s., Kyjevska 44, 532 03 Pardubice

ODBORNA KONFERENCE

RUTINNI ANALYZA NUKLEOVYCH KYSELIN
MOLEKULARNE BIOLOGICKYMI TECHNIKAMI

RANK 2013

30. a 31. ledna 2013
v prostorach hotelu Zlata Stika, Pardubice

Z4&stitu nad konferenci prevzali:
MUDr. étépénka Frankova, primatorka mésta Pardubice
MUDr. Tomas Gottvald, feditel Pardubické krajské nemocnice, a.s.
PharmDr. Jifi Skalicky, Ph.D., poslanec PSP CR

odborny garant: Prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc., MBA, UKBLD VFN Praha
Vzdé&lavaci akce je pofadana dle Stavovského piedpisu &. 16 CLK
Hlavnimi sponzory konference jsou spole¢nosti

GeneProof a.s.
ROCHE s.r.o.

DalSimi sponzory jsou spole¢nosti

BAG Health Care GmbH Bio-Consult Laboratories spol. s r.o.
BIOMEDICA CS s.r.o. DYNEX LABORATORIES s. r.o.
ELISABETH PHARMACON spol. s r.o. GeneTiCA s.r.o.

LAB MARK a.s. LABOSERV s.r.o.

M.G.P. spol.sr.o. MEDISCO Praha s.r.o.

OXOID CZ s.r.o. TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.



PROGRAM

30. ledna 2013 streda

10:00 - 12:30 Registrace
13:00 - 13:15 Zahajeni

13:15 -14:00 Uvodni sdéleni

BNDr. Daniel Vanék, Ph.D.
Ctvrtstoleti identifikacni genetiky — moznosti, prednosti, Uskali a nereSené
problémy

14:00 - 15:00 Analyza humanniho genomu |I.

Dvorakova M. a spol. 20 minut
Molekularné biologicka diagnostika pacientli s podezfenim na Bealstuv syndrom

Roubalova L. a spol. 20 minut
Screening kolorektalniho karcinomu u pacientu s diabetes mellitus typ 2 a bez
diabetu, zalozeny na detekci metylace SEPTINU 9 z plazmy

Bdday A. a spol. 20 minut
Sledovani metylaénich zmén u karcinomu kolorekta

15:00 - 15:15 Prestavka

15:15-16:45 Analyza humanniho genomu |ll.

Dendis M. a spol. 20 minut
Farmakogenetika warfarinu - pouze genotypizace nestaci

Bonczek O. a spol. 20 minut
Vztah mezi mutacemi v genech pro MSX1 a PAX9 a agenezemi zubu v Ceské
populaci

Libra A. a spol. 20 minut
Predikce vyvoje chronické lymfocytarni leukemie (CLL) s vyuzitim metody real-time
PCR

Mgr. Ondfej Scheinost 30 minut
Trendy v analyze humanniho genomu — Quo vadis ...

16:45-17:00 Prestavka



17:00 - 18:30 Panelova diskuse

Technologické a metodickeé pokroky v molekularni biologii
moderuje Ing. FrantiSek Stumr, Ph.D., MeDiLa Pardubice

31.ledna 2013 c¢étvrtek

8:30 - 9:45 Péce 0 Zzenu

Trtkova J. a spol. 15 minut ]
Moznosti neinvazivniho prenatalniho testovani chromozomalnich aberaci v CR a SR

Ka$pirkova J. a spol. 15 minut
Moznosti molekularné biologického testovani z cytologie z tekutého media - nase
zkuSenosti

Vargova L. a spol. 15 minut
Detekce bakterii zpUsobujicich mocové infekce — vyuziti metody Real-Time PCR

Geleneky M. 30 minut
Toxoplasmédza — diagnosticka specifika pohledem klinika

9:45 -10:00 Prestavka

10:00 — 11:00 Problematika zoonéz

Slany M. a spol. 15 minut
Molekularni analyza lidskych izolatl patficich do komplexu Mycobacterium avium,
ziskanych v letech 2003 — 2010

Kaevska M. a spol. 15 minut
Dohledavani zdroje mykobakterialni infekce u lidi pomoci real-time PCR

Bonczek O. a spol. 15 minut
Identifikace a vyskyt rodu Borrelia na uzemi Ceské republiky

Vasickova P. a spol. 15 minut

Alimentarni viry v potravinovém Fetézci drobného ovoce: identifikace kritickych bodu
a metody detekce

11:00 — 11:30 Prestavka

11:30 — 12:30 Varia

Kuchta T. a spol. 15 minut

Skusenosti s vyuzitim molekularno-biologickych metéd pfi sledovani kontaminacie
potravinaiskych vyrob



Hlozek P. a spol. 15 minut
Citliva a pfesna diagnostika v molekularni mikrobiologii, aneb jak neprohrat boj s
variabilitou patogen(

Kratova M. a spol. 15 minut
Vic nez jen Cisla - ribotypizace izolatd C. difficile

Vohanka J. 15 minut
Jak snadno zpracovat NGS data aneb jak data z GS Juniora zapadaiji do diagnostiky.

12:30 - 13:00 Posterova sekce
Tavandzis S. a spol.
Praktické vyuZiti predikénich programu pfi stanoveni patogenity variant nejasného

vyznamu u karcinomu prsu

Mikel P. a spol.
Externi a interni kontroly pfi detekci RNA vird

Mosio P. a spol.

Prukaz streptokoku skupiny G animalni a humanni provenience metodou
polymerazové retézove reakce

Kralik P. a spol.

Rutinni detekce a kvantifikace pavodce paratuberkul6zy: validace a kruhové testy
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RNDr. Daniel Vanék, Ph.D.

Forenzni DNA servis, s.r.o.
Bulovka 1606/1
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tel.: +420 233 931 123
e-mail: daniel.vanek@DNA.com.cz

Ctvrtstoleti identifikaéni genetiky — moznosti, prednosti, iskali a nefe$ené problémy

Vanék D.

Pred 25-ti roky, v roce 1987, byl na zakladé identifikaéni analyzy DNA dopaden a usvédc¢en historicky
prvni pachatel trestné ¢innosti.

Pfednasejici seznami posluchace s molekularné-biologickymi technikami pouzivanymi ve forenzni
genetice za poslednich 25 let a zodpovi otazky: Jaké jsou moznosti a meze identifikacni genetiky? Co
muze ovlivnit spravnost vysledku? Lze spachat dokonaly zloCin? Lze zfalSovat ¢i zamaskovat
biologické stopy na misté &inu? Jak se ,vraceji jména starym kostem“? ProC potfebujeme zakon o
DNA? K ¢emu jsou dobré identifikacni DNA databaze? Co je Innocence project?



Mgr. Magdalena Dvofrakova

P&R LAB a.s.

Laboratof molekularni biologie
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tel: +420 556 416 231
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Molekularné biologicka diagnostika pacientli s podezienim na Bealstiv syndrom
Dvorakova M.", Cibulkova P.", Vaeticka J.%, Kienkova R.", Jaltivkova E.", Janyskova H.", Indrakova J."

! Laboratof molekularni biologie, P&R LAB a. s., Novy Ji¢in
2 Geneticka ambulance, Ostrava

Beals syndrom (Congenital contractural arachnodactyly) je dédi¢né autozomalné dominantni
onemocnéni pojivové tkané. Klinické pfiznaky jsou velmi podobné Marfanovu syndromu, se kterym je
Casto zaménovan, a proto je z tohoto divodu tézké stanovit prevalenci onemocnéni. Hlavnimi
charakteristickymi znaky jsou kloubni kontraktury (lokty, kolena, prsty na rukou), arachnodaktylie,
svalova hypoplazie, osteopenie, skoliéza, nékdy kyfoskoliéza, vpaceny ¢i vypoukly hrudnik a atypicky
deformované usni boltce. Kardiovaskularni a oc¢ni komplikace nejsou na rozdil od Marfanova
syndromu pfili§ typicke.

PfiCinou Beals syndromu jsou mutace v genu FBN2, ktery lezi na dlouhém raménku 5. chromozdému
(5923). Produktem genu FBN2 je glykoprotein fibrillin-2, ktery pravdépodobné reguluje béhem &asné
embryogeneze tvorbu elastickych vlaken pojivovych tkani.

Analyza exonll 22 az 36 genu FBN2 byla provedena u &ty ¢lenné rodiny (rodice a 2 déti) se
suspektnim Beals syndromem.

DNA byla izolovana z periferni krve a k analyze byla pro separaci PCR produktl pouZita metoda
SSCP (single strand conformation polymorphism) a heteroduplexova analyza (2100 Bioanalyzer,
Agilent). Exony s odliSnym migracnim vzorem a elekiroforegramovou kfivkou byly nasledné
sekvenovany.

Byly nalezeny 3 sekvenéni zmény. Ve dvou pfipadech se jedna o intronové zmény, z nichz jedna je
v literatufe popisovana jako polymorfismus a u druhé nelze v sou¢asné dobé jednoznaéné stanovit
miru patogenity, ale vzhledem k jejimu umisténi mimo sestfihovou oblast (splicing) se domnivame, ze
nema patogenni charakter. Tfeti zménou je missense mutace p.Val965lle, ktera je v literatufe
popisovana jako polymorfismus.

U této rodiny nebyla potvrzena pFitomnost kauzalni mutace zpUsobujici Beals syndrom na molekularni
urovni v nami analyzované oblasti genu FBN2. S ohledem na literarni zdroje, které uvadéji vyskyt
kauzalnich mutaci i v dalSich exonech, uvaZujeme o roz8ifeni analyzy o tyto exony.



Mgr. Lucie Roubalova
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|.P.Pavlova 6

775 20 Olomouc

tel: +420 588 444 244
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Screening kolorektalniho karcinomu u pacienti s diabetes mellitus typ 2 a bez diabetu,
zalozeny na detekci metylace SEPTINU 9 z plazmy

Roubalova L.", Sychra P.2, Prochazka V.2, Novotny D.", Bartkova M.

T Oddéleni klinické biochemie, Fakultni nemocnice Olomouc,
211. interni klinika, Fakultni nemocnice Olomouc

SEPTIN 9 je protein, ktery se fyziologicky uplatfiuje b&hem cytokineze a zaroven plni ulohu
nadorového supresoru. V celé fadé studii bylo prokazano, ze hypermetylace v useku V2 genu pro
SEPTIN 9 m{iZze byt pouzita jako biomarker pro detekci vSech stadii kolorektalniho karcinomu. V nasi
studii jsme se zaméfili na porovnani vysledkl tohoto testu u pacientll s diabetes mellitus typ 2 a
pacientd bez diabetu. Bylo prokazano, ze diabetes mellitus typ 2 je rizikovym faktorem pro vznik
kolorektalniho karcinomu. Nadorova progrese je zde mnohem rychlej§i a mortalita spojena
s nadorovym procesem je zvySena. Predpoklada se, ze vy$Si hladiny inzulinu a volného IGF-1
stimuluji proliferaci bunék rekta, a tim zvySuji pravdépodobnost jejich transformace v nadorové bunky.
Material: Vzorky plazmy byly ziskany od pacientl po provedené kolonoskopii. Na zakladé nalezu byli
pacienti rozdéleni do skupin (pacienti s diabetes mellitus typ 2/pacienti bez diabetes) bez nalezu,
(pacienti s diabetes mellitus typ 2/pacienti bez diabetes) s nalezem adenonu a (pacienti s diabetes
mellitus typ 2/pacienti bez diabetes) s nalezem karcinomu.

Metoda: 1zolace DNA a bisulfitickd konverze byla provedena kitem Epi proColon 2.0 (Epi proColon
Plasma Quich kit). Nasledné byla provedena kvalitativni analyza metodou real time PCR na
analyzatoru CFX 96 firmy Bio-Rad kitem Epi proColon 2.0 (Epi pro Colon Sensitive PCR kit) .

V pfednaSce budou prezentovany vysledky pilotni studie, které budou nasledné komentovany a
hodnoceny z hlediska mozného diagnostického vyuZiti,
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Sledovani metylaénich zmén u karcinomu kolorekta

Boday A", Tavandzis S.', Horka K.", Vani¢kova P.", Cari J.", Sykora M.", Dvofakova H.',
Hodslavska v.", Kaspergik 1.2, Skrovina M.*, Gruna J.*

! Laboratof molekularni biologie, P&R LAB a.s., Novy Ji¢in

2 Laboratof biopticka a cytologicka, P&R LAB a.s., Novy Ji€in

3 Chirurgické oddéleni, Nemocnice Novy Ji¢in a.s., Komplexni onkologické centrum, Novy Ji€in
* Onkologické oddé&leni, Nemocnice Novy Jiin a.s., Komplexni onkologické centrum, Novy Jigin

Kolorektalni karcinom (CRC) je zafazen mezi civilizaéni choroby a v Ceské republice patfi mezi
nejCastéjdi nadorova onemocnéni.

Vznik CRC je vysledkem akumulace rozdilnych genetickych a epigenetickych zmén, postihujici
epitelialni bunku. Tento postupny proces je charakterizovan inaktivaci tumorsupresort, aktivaci
protoonkogent, deficienci ,mismatch repair* genl a zasahem do dalSich genu prostfednictvim
mutaci, ztrat alel, hypermetylaci, microRNA atd. Vysledkem je nekontrolovatelné déleni bunék
s vysokou invazivitou a zakladanim metastaz.

Cilem této prace je sledovani metylaéniho statusu gent MLH1, APC, p16, TP53, MGMT a lokusl
MINT1 a MINT2.

Jedna se o pilotni studie zahrnujici 100 pacientli s CRC. DNA byla izolovana z mrazené nadorové
tkané (Fuji) a nasledné konvertovana bisulfitovou metodou (Epigentek). Amplifikace byla provedena
klasicky a/nebo v realném Case za pouziti specifickych primerl a hydrolizaénich sond. Separace
klasicky amplifikovanych PCR produktt probéhla v agar6zovém gelu a na DNA ¢ipech (Agilent).

V analyzovaném souboru byla detekovana hypermetylace vgenu APC - 33/100 (33%), MLH1 -
15/100 (15%), p53 - 11/100 (11%), p16 - 22/100 (22%), MGMT - 36/100 (36%), MINT1 -
21/100 (21%), MINT2 - 28/100 (28%).

Vysledky metylacnich analyz jsou dale hodnoceny spolu s mikrosatelitovou instabilitou, ztratou
heterozygozity a pfitomnosti mutaci v genech K-ras, BRAF, EGFR a PIK3CA a jsou korelovany
s histologickymi nalezy. Ziskané Udaje umozriuji molekularni subtypizaci CRC a vybér odpovidajiciho
konkrétniho molekularniho markeru ke sledovani progrese onemocnéni a odpovédi na terapii.
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GeneProof a.s.

Viniéni 235
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Farmakogenetika warfarinu - pouze genotypizace nestaci
Dendis M.", Tomek A.?, Matoska V.?, Horvath R.

'GeneProof a.s., Brno
2Nemocnice Na Homolce, Praha

Warfarin je celosvétové nejpouzivanéjsim antikoagulanim léCivem, tj. Iékem snizujicim srazlivost
krve. Warfarin je nejCastéji indikovan u pacient s hlubokou Zilni trombdzou, plicni embolii, fibrilaci
nebo flutterem srdeénich sini a pacient po chirurgickych vykonech v cévnim Fegisti. V CR je
odhadem lé¢eno warfarinem az 100 000 osob ro¢né.

neziidka pusobi smrt pacienta (az 2,9% vSech léenych pacientll). Riziko zavaznych krvacivych
komplikaci se pohybuje zhruba od 10 do 16%. Mezi pacienty hospitalizovanymi pro nezadouci ucinky
IéCby je praveé warfarin celosvétové druhou nej¢astéjsi priinou hned za inzulinem.

Hlavni pfi¢inou nezadoucich ucink( pfi Ié€bé warfarinem je jeho nizky terapeuticky index a zaroven
znacna interindividualni variabilita davky léku. Velikost davky je zavisla na zevnich faktorech (t€lesné
hmotnosti, strave, interakce s dalSimi Iéky) a na genetické dispozici. Pravé individualni geneticka
vybava je pfi¢inou vyrazné interindividualni variability v davkovani warfarinu. Dosud bylo mozné
tohoto dosahnout jen empiricky (,metodou pokus a omyl“) opakovanym méfenim mezinarodniho
normalizovaného poméru (INR) protrombinového ¢asu s nutnosti Castych krevnich nabérd a
naslednych korekci podavané davky.

V soucasnosti je vS8ak mozné vyuzit genetického testovani, které umoznuje urcit davku warfarinu na
zakladé genetické vybavy daného jedince. Pravé farmakogenetika, ktera zkouma vliv na podany Iék,
nabizi moznost, jak s warfarinem lécit bezpecénéiji.

Individualni geneticka vybava vysvétluje 45 — 60% interindividualni variability v davkovani warfarinu.
Zasadni vliv je pfisuzovan dvéma genim: CYP2CP pro biotransformaéni enzym cytochromu P450
CYP2C9 a genu VKORC1 pro cilovy enzym blokovany warfarinem - podjednotky 1 enzymového
komplexu vitamin K-epoxidreduktazy.

Pokusy o vytvofeni exaktnich pravidel pfi nasazovani a vedeni terapie warfarinem jsou star$iho data.
Korekce faktory jako je vék pacienta &i jeho télesna hmotnost a vySka vSak nemohly byt pfilis
uspésné, negenetické vlivy mohou vysvétlit jen asi 30-40% variability denni davky warfarinu. Po
spojeni negenetickych a genetickych vlivi do jednoho vypoctu mizeme dosahnout vyznamné vyssi
presnosti v odhadu denni davky warfarinu, ktera dosahuje hodnotu koeficientu determinace (Rz) 79%.

Prace byla provédéna za podpory MPO CR projektu & FR-TI1/399 - Vyvoj farmakogenetického
diagnostického kitu pro urceni davky warfarinu
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Mgr. Ing. Ondiej Bonczek

Ustav biochemie, Pfirodovédecka fakulta
Masarykova univerzita
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Vztah mezi mutacemi v genech pro MSX1 a PAX9 a agenezemi zubt v ceské populaci
Bonczek O.", Krejéi P.%, Lochman J.", Sery 0., Stembirek J., Cernochova P.%, Vanék J.*, Misek 1.2

! Ustav biochemie, Pfirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita, Kotlarska 2, 611 37 Brno,
%Klinika zubniho lékafstvi, Lékarska fakulta, Univerzita Palackého, Olomouc

® Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky, Akademie véd CR, v.v.i., Brno

* Stomatologicka klinika, Fakultni nemocnice u Svaté Anny v Brné

Snizeny pocet zubl (hypodoncie) je nejcastéjSi dédi¢nou poruchou lidské dentice. Vyvoj zubu
(odontogeneze) je velmi komplikovany a komplexni proces, ktery zahrnuje souhru mezi Ustnim
epitelem a burfkami pfiléhajiciho mezenchymu, které vycestovaly z neuralni listy. Tyto reciproké
interakce jsou zprostfedkovany vice nez 300 signalnimi molekulami, zahrnujici Pax9, Msx1 a Axin2.
Mutace v genech pro tyto tfi regulacni proteiny byly asociovany s izolovanou (nesyndromickou) formou
hypodoncie. Msx1 (Clen rodiny genl muscle segment homeobox) je transkripéni represor, ktery
obsahuje DNA-vazajici homeodoménu, jez je schopna interagovat s ostatnimi ¢leny transkripéniho
komplexu, v€etné Pax9 (paired box 9). Jejich exprese byla identifikovana pouze v dentalnim
mezenchymu. Cilem této prace bylo studium mutaci exonovych sekvenci gent pro MSX1 a PAX9.
DNA pacientdl byla izolovana z krve nebo bukalnich stérd pomoci UltraClean BloodSpin DNA
izolaéniho kitu (Mo-Bio) od vice nez 200 ¢eskych pacientl s rznymi typy agenezi zub(. Produkty
PCR pro exony genu pro MSX1 byly pfipraveny pomoci modifikované polymerazy Kapa 2G Robust
Hot Start (Kapa Biosystems) vzhledem k vysokému podilu GC oblasti v DNA sekvenci. Amplikony byly
sekvenovany pomoci genetického analyzatoru ABI 3130 Prism (Life Technologies). Vysledné
sekvence byly porovnany se standardnimi sekvencemi a mutace byly popsany z hlediska jejich
mozného vlivu na proteinovou strukturu.

Byl identifikovan novy polymorfizmus v genu pro MSX1, ktery zplsobuje zaménu aminokyseliny
Ala40Gly. Jak jsme v nasi studii zjistili, tento polymorfizmus se objevuje jak u osob s hypodoncii, tak u
kontrolnich osob s plnou dentici. Dale byly nalezeny intronové polymorfizmy a exonové polymorfizmy
a to jak vgenu pro MSX1, tak PAX9, které nezpuUsobuji aminokyselinové zameény. Tyto zmény
v nukleotidové sekvenci nemaji pfimy vliv na proteinovou strukturu, ale mohou mit vliv na stabilitu a
regulaci genové exprese. DalSi vyzkum bude zaméfen na rodinné studie ve vztahu k polymorfizmidm v
genech pro MSX1 a PAX9 a agenezim zubl (resp. hypodoncie, oligodoncie) a na analyzu dal$ich
genu pro proteiny zapojené do odontogeneze, napf. AXIN2.

Projekt je podporovan grantem IGA MZCR reg. &.: NT/11420 — 6/2010
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PharmDr. Antonin Libra, Ph.D.

GENERI BIOTECH s.r.o.
Machkova 587
500 11 Hradec Kralové

tel: +420 495 056 151
e-mail: antonin.libra@generi-biotech.com

Predikce vyvoje chronické lymfocytarni leukémie (CLL) s vyuzitim metody real-time PCR

Libra, A.;, Jurgickova, Z.", Bundek, M. ', Madrova, H.%, Plevova, K.*°, Tichy, B.%, Pospisilova, S. ?,
Bryja, V.

' GENERI BIOTECH s.r.o0., Hradec Kralové
2 Masarykova Univerzita, CEITEC, Brno
* Masarykova Univerzita, Pfirodovédecka fakulta, Brno

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je nejcast&jSim leukemickym onemocnénim v Evropé a
Severni Americe. Prognéza onemocnéni je hodnocena podle mutaéniho statusu genu pro variabilni

IGHV.

S timto zafazenim velmi vyznamné koreluje exprese &tyf genovych biomarkert v B-lymfocytech. Ve
spolupraci GENERI BIOTECH a Masarykovy Univerzity v Brné byl vyvinut prognosticky kit CLL
zalozeny na reverzné transkriptazové real-time PCR. Experimentalné byla ovéfena prognosticka
ucinnost jednotlivych gend i jejich kombinace. Souprava byla hodnocena na 118 pacientech a
vysledek korelovan s mutaénim statusem IGHV pacientl. Vysledkem byla 100% specifita a 90%
senzitivita.

Dale byl hodnocen vliv zpracovani periferni krve na normalizovanou expresi prediktivnich genda.
Periferni krev byla zpracovana tfemi ruznymi zplsoby (osmolyza, gradientova centrifugace,
gradientova centrifugace s depleci T-lymfocytu).

Vyzkum byl finanéné podporen grantem MPO FR-TI2/254

generi biotech

13



Mgr. Ondfrej Scheinost

Laboratof molekularni biologie a genetiky
Nemocnice Ceské Budé&jovice, a.s.

B. Némcové 54

370 01 Ceské Budé&jovice

tel.: +420 387 873 010
e-mail: osche@nemcb.cz

TRENDY V ANALYZE HUMANNIHO GENOMU - Quo vadis...
Scheinost O.

Uvod: Oblast analyzy lidského genomu patti v poslednich letech k extrémné se rozvijejicim obortim,
vCetné patficné medialni pozornosti. Uzite€nych klinickych vystupl je vSak méné, nez se ocekavalo.
Jiz dnes se zcela zménila koncepce tohoto oboru — novymi metodickymi postupy, nutnost zménit
diagnosticky pfistup ,laboratorni na ,informaticky“ a v neposledni fadé nas recentni vysledky nuti
zmeénit i pohled na pficiny a charakteristiku dédi¢nych onemocnéni (vlastnosti).

Nové metody: Diagnostika se presunuje od testovani jednotlivych lokust k celogenomovym
pristupim, at se jedna o skutecné celogenomové sekvenovani, sekvenovani exomu nebo
genotypovani na Cipech (SNP arrays). Stale ¢astéjSi pouzivani téchto novych metod je zpusobeno i
jejich klesajici cenou, dnes jiz méné nez 1000 USD za genom.

Bioinformatika: Nové metody produkujici ohromné mnozstvi dat nastoluji nerudovskou otazku: Co
s nimi? V nasledujicich letech nas tedy ¢eka problém zplisobeny absolutnim nedostatkem odbornikd
na praci stémito daty, pfiemz jiz souCasné zkuSenosti ukazuji, ze cena takové analyzy bude
z vétSiny tvofena pravé cenou prace bioinformatiku.

Zména pohledu na lidsky genom: NejnovéjSi poznatky ukazuji na zatim netuSenou plasticitu
lidského genomu. S pfekvapenim zjistujeme, Ze u ,zdravych® dospélych osob nalézame kombinace, o
kterych jsme si je$té nedavno mysleli, Ze jsou jednoznalné patologické a vedou k postiZeni. Tato
skute€nost vyusti do nové definice mnoha chorob a k rozSifeni znalosti o konkrétnich modifikujicich
genech (vysoce polygenni znaky).

Zaveér: Dnes je prakticky nemozné konkrétné odpovédét na otazku ,Quo vadis, genetiko?“ — snad jen
obecné a Salamounsky: ,Nékam jinam!“
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Moznosti neinvazivniho prenatalniho testovani chromozomalnich aberaci v CR a SR
Trtkova J., Loucky J., Zemanek M.
IMALAB s.r.0., Zlin

Soucasné moznosti prenatalniho screeningu umoznuji vySSi nez 90% zachyt nejCastéjSich
chromozomalnich aberaci. Bohuzel u sou€asnych screeningovych metod je relativné velka c&ast
téhotnych Zzen oznacena jako pozitivni a zpravidla poté absolvuje nékterou z invazivnich procedur, za
uCelem ziskani bunék plodu a nasledné provedeni jejich genetické analyzy. Tyto invazivni metody
sebou nesou riziko fetalni ztraty a jsou pro téhotné subjektivné nepfijemnou zkuSenosti. V roce 1997
byla publikovana prace prof. Lo (1), ktera poprvé popsala vyskyt fetalni volné DNA v krevnim obé&hu
matky. Diky tomuto objevu bylo v nasledujicich letech vyvinuto velké Usili mnoha védeckych tyma, aby
bylo mozno tohoto faktu vyuzit pro pfimou detekci genetické vybavy plodu prostfednictvim jednoduse
realizovatelného odbéru krve matky. Fragmenty fetalni volné DNA jsou v krevnim obéhu matky
detekovatelné zhruba od 4. tydne téhotenstvi, jejich zastoupeni v poméru k volné matefské DNA je
zhruba 10 % (2) a doba pretrvavani v matefské cirkulaci je kolem 24 h. Od roku 2008 se laboratofe
Iékafské genetiky Imalab s.r.o. spolu s Centrem prenatalni diagnostiky Prediko s.r.o. zapojily do
mezinarodni klinické validaéni studie v oblasti vyuziti fetalnich nukleovych kyselin v prenatélni
diagnostice, tzv. InFANet Study. Vyzkum byl veden dr. Canickem a dr. Palomakim z laboratofi
medicinského screeningu a specidlniho testovani ve Women & Infants Hospital, Providence, Rhode
Island, USA a zapojilo se do né&j 27 center z celého svéta. T&€hotnym Zenam, podstupujicim na
zakladé vysokého rizika aneuploidie plodu invazivni vykon (CVS & AMC), byla nabidnuta uéast ve
studii. Na z&kladé informovaného souhlasu byla pacientkam odebrana periferni krev. V laboratofi byla
nasledné zpracovana plazma, hluboce zamrazena a zaslana k analyze do Woman and Infants
Hospital v Providence. Ziskané vysledky ve studii InNFANet (3) byly na sklonku roku 2011 vyuzity pfi
uvedeni prvniho komer¢niho testu Downova syndromu (MaterniT21™) americké spoleCnosti
Sequenom, zalozeného na detekci volnych nukleovych kyselin do praxe. V tunoru 2012 byl tento test
doplnén o detekci trizomie chromozom( 13 a 18 (4, MaterniT21™ PLUS). Princip tohoto testovani
vychazi ze skute€nosti, ze kazdy fragment volné DNA Ize pfifadit ke konkrétnimu chromozomu. Pokud
se zaméfime napf. na chromozom 21 a nalezneme vys$$i poddil fragmentl odpovidajicich tomuto
chromozomu, tak mdzZeme usuzovat, Ze se jedna o téhotenstvi s trizomii 21. chromozomu. Proces
vyhodnocovani je pomérné Casové i ekonomicky naroCny a v tomto ohledu jej nelze srovnavat s
klasickymi screeningovymi postupy. V roce 2011 byly publikovany daldi prace, které prokazaly, Ze
pfitomnost volnych fragmentl fetalnich nukleovych kyselin v krevnim obéhu matky Ize vyuzit pro
detekci nejCastéjSich chromozomalnich aberaci a vedly v bfeznu 2012 kuvolnéni testu Verifi™
prenatal test americké spole€nosti Verinata Health. V €ervhu 2012 byl pak uveden na trh test
Harmony™ prenatal test firmy Ariosa diagnostics. Vysledky vSech téchto praci ukazaly, Zze metodou
masivniho paralelniho sekvenovani Ize odhalit téméF 100 % hledanych chromozomalnich aberaci,
pficemz pocet nevyhodnotitelnych vzorkl je zanedbatelné nizky. Na druhé strané je tfeba uvést, ze
tyto prace zahrnovaly testovani vysoce rizikové populace a neni zcela zfejmé, jaké vysledky by byly
ziskany u bézné populace. Dale je nutné uvést, Ze kolem zapojeni testu do screeningového programu
aneuploidii plodu nepanuje jednoznacny konsenzus, na zavazna stanoviska odbornych spole¢nosti se
Ceka.

Literatura:

Lo YM, et al. Presence of fetal DNA in maternal plasma and serum. Lancet. 1997; vol. 350, no. 9076:
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Ehrich M, et al. Noninvasive detection of fetal trisomy 21 by sequencing of DNA in maternal blood: a
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Moznosti molekularné biologického testovani z cytologie z tekutého media - nase zkusenosti
Kaspirkova J.", Gomol&akova B.", Kinkorova I.", Ondi& O.", Zachova M., Variousova D.?

! Biopticka laboratof s.r.o., Plzefi
2 Dermatovenerologicka klinika Nemocnice Na Bulovce, Praha

Cytologie z tekutého média (LBC) pFedstavuje alternativu ke konvenénimu vySetfeni natéru (CP) a
nabizi navic v indikovanych pfipadech moznost dalSich vySetfeni, zejména testu na pfitomnost vysoce
a nizce rizikovych papilomavird (HR-HPV a LR-HPV) &i dalSich sexualné prenosnych infekénich
agens. Biopticka laboratof jiz vice neZ rok pouziva LBC ThinPrep pro ucely screeningu karcinomu
délozniho hrdla a analniho karcinomu, proto je sdéleni tematicky rozdéleno do dvou ¢asti.

1. Detekce HR-HPV pomoci metodiky Hybrid Capture 2 (Digene/Qiagen) je nejcastéji pouzivana
HPV je pfitomnost atypickych dlazdicovych &i zlazovych bunék v cytologickém stéru. PFi pozitivnim
priukazu HR-HPV je vysoka pravdépodobnost dysplastického procesu na déloznim hrdle a pacientka
podstupuje biopsii ¢i expertni kolposkopii k potvrzeni diagndzy. Z divodu vyskytu falesné pozitivnich
HR-HPV nalez(i danych pfitomnosti vysoké naloZze LR-HPV je doporu¢ené u stéru do odbérové
zkumavky Digene dodrzovat interpretacni Sedou zénu, kdy je vzorek retestovan &i hodnocen jako
hraniéni. Pro vzorky odebrané do LBC media podobné doporu€eni zatim neni staveno. V nasi pilotni
studii byla u 25 vzorkd, jejichz vysledné hodnoty HR-HPV testu se pohybovali v blizkosti hraniéni
zbény, provedena genotypizace pomoci PCR, reverzni hybridizace a sekvenovani a vysledky byly
intepretovany vzhledem k cytologickému nélezu, popf. anamnéze pacientky.

2. Recentni studie prokazaly u HIV pozitivnich muz{ majici sex s muzi (MSM) vysokeé riziko vzniku
analni intraepiteliani neoplazie (AIN) a analniho karcinomu, jez jsou etiologicky spojené s HPV infekci.
Zatim neexistuji pfesné guidelines tykajicich se screeningu AIN a analniho karcinomu u této skupiny
muz(l, avSak cytologicky natér doplnény o detekci HPV se zda byt uzite€nym nastrojem k véasnému
odhaleni dysplastickych zmén. V pfispévku prezentujeme nasSe dosavadni zkusenosti u 15 MSM
muz(.
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Detekce bakterii zpisobujicich mocové infekce - vyuziti metody Real-Time PCR
Vargova L., Lochman J. Sery O.
Ustav biochemie, PfF. MU Brno

Diagnostika a 1éEba mocovych infekci ¢ini nemalé potize. MoCové infekce zpUsobené Mycoplasma
genitalium | hominis, Ureaplasma urealyticum | parvum a Chlamydia trachomatis zpUsobuji tzv.
nespecifické uretritidy. Neisseria gonorrhoea je plvodcem kapavky. VSechny uvedené baktérie se
pfenaseji sexudlné. NejvétSi prevalence pohlavné& pienosnych mocovych infekci je u sexualné
aktivnich muzl i zen ve véku od 15 do 25 let. Mezi zakladni pfiznaky patfi ¢asté nuceni k moceni,
vaginalni vytoky nebo vytoky z mocové trubice, bolest a dysurie. Infekce maji také Casto
asymptomaticky priibéh a nejsou-li fadné vylé€eny, mohou vést k zavaznym porucham plodnosti.
Moznymi diagnostickymi metodami jsou sérologicka nebo kultivacni vysSetfeni, jejichz senzitivita a
spolehlivost nebyvaji dostacCujici. NejpresnéjSi metodou stanoveni je DNA diagnostika, z niz se
v posledni dobé pouziva predevsim RealTime PCR metoda. Podle klinickych studii PCR diagnostika
umoznuje detekovat minimalné o 15 % vice pozitivnich pfipadd nez kultivacni vySetfeni. RealTime
PCR detekci Ize provadét z klinického materialu jako je mo¢€, vaginalni a cervikalni stéry, sperma nebo
stéry z mocCové trubice.

V nasi studii bylo analyzovano 96 vzorki moce od pohlavné aktivnich vysokoSkolskych studentd.
Bakterialni DNA byla izolovana dle upraveného protokolu za pomoci komeréné dostupného izolaéniho
kitu UltraClean BloodSpin DNA Isolation Kit (MoBio, USA). Pro RealTime PCR detekci byly vyuii%
diagnostické soupravy EliGene® Mycoplasma hom/gen LC, EliGene® Ureaplasma LC, EliGene
Chlamydia trachomatis LC a EliGene® Neisseria LC (ELISABETH PHARMACON, CR).

Na souboru vzork( byla prokazana pritomnost bakterialniho plivodce Chlamydia trachomatis
v jednom pfipadé. DNA Ureaplasma urealyticum/parvum byla nalezena v 9 analyzovanych moc¢ich a
Neisseria gonorrhoea byla detekovana u jednoho vzorku. Mycoplasma genitalium /hominis nebyla v
testovaném souboru vzorkl nalezena. Na zakladé porovnani dat zdotazniku, Ize potvrdit
bezpfiznakovy prabéh infekce u nékterych ucastnikl pozitivnich na pfitomnost Chlamydia trachomatis
nebo Ureaplasma urealyticum/parvum.

Tato prace byla podporovana grantovym projektem TIP MPO €. FR-TI1/478.
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Toxoplasmoéza — diagnosticka specifika pohledem klinika
Gelenéky M.

Toxoplasméza je jedna z nejrozsSifenéjSich zoon6z u nas. OhrozZuje pfevazné pacienty s tézkym
imunodeficitem, gravidni pacientky a jejich plody, novorozence a pacienty s ¢asto recidivujici ocni
formou infekce. Pravé u téchto skupin pacientl je rychla, kvalitni a dobfe interpretovana diagnostika
jedinou moznosti, jak ovlivnit jinak ¢asto negativni prognézu onemocnéni. K dispozici mame Sirokou
Skalu pfimych (PCR DNA parazita, biologicky pokus) i nepfimych metod (sérologie v€etné avidity IgG
a komparativniho imunoblotu), doplnénych metodami zobrazovacimi, specializovanymi klinickymi
vySetienimi & mozZnosti terapeutického pokusu. V klinické praxi se bohuzZel &asto setkavame se
situaci, kdy jsou vysledky provedenych vySetfeni nespravné interpretovany, coz maze mit az fatalni
nasledky (napf. bezdivodné preruseni gravidity). Sdéleni pojednava jednak o specifickych situacich,
vyzadujicich zvlastni pfistup pfi vySetfovani i hodnoceni vysledkd (vySetfeni novorozencd,
imunodeficitnich pacientli, jiného materialu nez krve ¢i vztah toxoplasmézy a autoimunitnich
onemocnéni). V druhé ¢asti se pak vénuje nejcastéjSim atypickym naleziim, se kterymi se mizeme
v diagnostice toxoplasmoézy setkat (nespecificka ¢i faleSna pozitivita protilatek, protrahované nizka
avidita 1gG, zbytkové protilatky v latentni fazi). Prezentace je doplnéna kazuistikami.
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Molekularni analyza lidskych izolati patficich do komplexu Mycobacterium avium ziskanych v
letech 2003-2010

Slany M.", Slana I.", Uiman V.2, Kalakayova E.?, Pavlik I."

! Vyzkumny ustav veterinarniho Iékafstvi, Brno
2 Zdravotni Ustav se sidlem v Ostravé

Zastupci komplexu Mycobacterium avium (MAC) jsou hojné rozSifeni v Zivotnim prostfedi, a byly také
izolovany z mnoha ptak( a savcl. MAC obsahuje dva zastupce M. avium subsp. avium (MAA) a M.
hominissuis (MAH), ktefi jsou po M. tuberculosis druhym nej¢astéjSim plvodcem plicnich infekci. Za
hlavni zdroj MAA jsou povazovani domestikovani ptaci, zatimco zdrojem MAH je predevsim plda.
Cilem této studie bylo zjistit vyskyt I1IS907 (lokus specificky pro MAA) u mykobakterialnich kment
izolovanych od lidskych pacientt v Moravskoslezském kraji, ktefi byly pomoci GenProbe identifikovani
jako MAC.

Vramci studie bylo vySetfeno 242 izolati MAC izolovanych ze sputa 124 pacientl vySetfenych
v letech 2003-2010. Pro podrobnou molekularni analyzu byla pouzita triplex qPCR zalozena na
detekci 1IS9071 a 1S1245. Soubézné byla u 1IS901 a I1S1245 negativnich izolatl provedena sekvenéni
analyza (16S rRNA, ITS a hsp65)

Zastupci MAC jsou po M. tuberculosis druhou nejcast&j8i pficinou plicnich mykobakterioz.
Nejcastéjsim zastupcem MAC zpusobujicim plicni infekce bylo MAH (69 %). Tato skutecnost je v
souladu s literarnimi zdroji. NizSi vyskyt MAA (7 %) muze byt vysvétlen pouze pfilezitostnym
kontaktem ¢lovéka s nakazenymi ptaky, zatimco expozice kontaminovanou zeminou nebo aerosoly je
mnohem ¢&astéjsi. Navic, pouze minimum pacientd zahrnutych do studie hlasilo blizky kontakt s ptaky
(holubi nebo slepice). Ostatni mykobakterialni druhy zjiSténé v ramci analyzované skupiny byly:
M. intracellulare (18 %) jehoz hlavnim zdrojem je voda a nové popsani zastupci MAC (6 %; M.
arosiense, M. chimaera, M. colombiense, M. marseillense).

Tato prace byla podpofena grantem ¢. MZE0002716202 od Ministerstva zemédeélstvi a grantem

AdmireVet ¢. CZ 1.05/2.1.00/01.0006-ED0006/01/01 z Ministerstva $kolstvi, mladeze a Télovychovy
Ceskeé republiky.
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Dohledavani zdroje mykobakterialni infekce u lidi pomoci real time PCR
Kaevska M., Kralik P., Pavlik I.
Vyzkumny Ustav veterinarniho Iékafstvi, v.v.i.

Netuberkulézni mykobakterie (non tuberculous mycobacteria, NTM) nebo potencialné patogenni
mykobakterie (PPM), jsou skupina mykobakterii schopnych vyvolavat onemocnéni pfedevSim u
imunosuprimovanych jedincl. Nej¢astéjSi typy onemocnéni zplisobené PPM u lidi jsou plicni infekce,
lymfadenitida, kozni Iéze a systémové infekce. Chronické plicni onemocnéni je nejcastéjSi klinické
onemocnéni zpusobené zastupci komplexu M. avium, M. kansasii, M. abscessus, M. xenopi,
M. malmoense a dal$imi mykobakteriemi. Casto zastoupené jsou také lymfadenitidy, které se vyskytuji
nejcastéji u déti a nejvyznamnéjSimi plvodci jsou zastupci komplexu M. avium, M. malmoense a
M. scrofulaceum. PPM se v pfirodé vyskytuji ubikvitarné. NejvyznamnéjSi zdroje infekce pro lidi jsou
voda, puda a rtzné dalSi slozky prostfedi.

Metody molekularni biologie jsou pouzivany pro detekci mykobakterii z nékolika diivod({. Kromé
rychlosti testll v porovnani s pomalym ristem mykobakterii in vitro, je také vyznamna jejich vétsi
citlivost. Na nasem pracovisti byly vyvinuty metody izolace DNA a nasledna kvantitativni real time
PCR (qPCR) pro detekci M. a. avium/M. a. hominissuis. Tento systém se pouZziva rutinné pro
stanoveni pfitomnosti M. a. avium/M. a. hominissuis v klinickém materialu pacientd a také pro
doSetieni zdroje infekce v jejim prostiedi.

Metoda izolace mykobakterialni DNA z riznych typd pudy a prostfedi a klinického materidlu je
zalozena na komer¢né dostupnych soupravach s nékolika modifikacemi protokolu. Triplexni semi-
kompetitivni gPCR je zalozena na detekci specifickych inzerénich sekvenci 1IS71245 (specificka pro M.
a. hominissuis a M. a. avium) a 1S901 (specificka pouze pro M. a. avium). Pro odliSeni faleSné
negativnich vysledk od skute¢né negativnich je v triplex gqPCR vlozena plazmidova interni
amplifikaéni kontrola (mimic systém s primery pro 1S 1245).

Z pripadll vySetfovanych v nasi laboratofi bylo u dvou pfipad( kréni lymfadenitidy u déti detekovano
M. a. hominissuis a jako nejpravdépodobnéjSi zdroj infekce byla uréena komeréni plada z kvétinacu
v jejich domacnostech. U imunokompromitovaného pacienta byla pomoci qPCR prokazana infekce

M. a. avium ve stfevnim traktu. M. a. avium bylo také nalezeno v prostfedi infikovanych slepic, od
kterych pacient konzumoval vejce.

Kromé rychlosti a vétsi citlivosti v porovnani s kultivaci mykobakterii se ukazalo, ze gPCR je vhodnou
metodou na doSetfeni moznych zdroju infekce, pfedevsim pfi posuzovani infekéniho tlaku v prostfedi
zvifat a lidi.

Tato prace byla provedena s podporou granti Ministerstva zemédélstvi CR (vyzkumny zamér
MZE0002716202) a Ministerstva S$kolstvi, mladeze a télovychovy CR (projekt AdmireVet
¢. CZ1.05/2.1.00/01.0006-ED0006/01/01).
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Identifikace a vyskyt rodu Borrelia na tizemi Ceské republiky

Bonczek O., Lochman J., Pesak L., Sery O.

Borrelia burgdorferi sensu lato patfi mezi gramnegativni spirochéty a je puavodcem vieklého,
multisystémového onemocnéni zvaného lymeské borelidza, jehoz bezproblémova antibioticka 1é¢ba je
znacné zavisla na v€asné diagnostice a priikazu patogenu. Situaci komplikuje i dosavadni absence
ucinného ockovani uréeného pro humanni medicinu. VSeobecné uzndvanym celosvétovym vektorem
je klisté obecné (Ixodes ricinus) a jeho vyvojové formy, neni vSak vylou€en ani pfenos jinymi
hematofagnimi ¢lenovci.

V na$i studii, ktera probihala od roku 2008 do fijna 2012, bylo analyzovano 944 vzorku, pfevazné
klistat, na pfitomnost B. burgdorferi s. |. l1zolace DNA byla provadéna pomoci kitu UltraClean
BloodSpin DNA (Mo-Bio). K identifikaci patogenu byla pouZita vysoce senzitivni souprava EliGene
Borrelia LC (Elisabeth Pharmacon), ktera je schopna specificky detekovat DNA pro boréliovy flagellin
u 1-10 borélii v 5 pl klinického vzorku pfi vyuziti RealTime PCR systému na pfistrojich LightCycler 2,0,
LightCyler 480, LightCycler Nano, RotorGene a dalSich.

Celkem byla zaznamenana pozitivita u 23 % vzork(. Mezi nejvice promofené kraje CR se zafadil
JihoCesky a Pardubicky kraj. Z analyzy dat po jednotlivych mésicich a letech vySla relativné spolehliva
korelace s primérnymi teplotami ovzdu$i v CR a promorenosti klistat boréliemi. Potencionalné
nejvyssi riziko nakazy se podle ziskanych dat vyskytuje v mésicich duben az srpen. Z provedené
sekvenacni analyzy intergenové oblasti (IGS) pozitivnich vzorku byla zjiSténa nejvétsi pfitomnost B.
afzelii, nasledované B. garinii a dalSimi druhy. Sekvenaéni analyza mj. potvrdila robustnost zvolené
metody detekce a jeji mozné pouziti pro v€asnou diagnostiku a naslednou vhodné zvolenou Ié¢bu
antibiotiky.

Préace byla podporovana projektem MPOCR FR-TI1/478
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Alimentarni viry v potravinovém retézci drobného ovoce: identifikace kritickych bodi a metody
detekce

Vasickova P., Kralik P., Pavlik I.

Velkou oblasti souCasného zajmu se stavaji viry ve spojitosti s infekcemi zpusobenymi pozitim
kontaminovanych potravin. Vysledky nedavnych studii z riznych &asti svéta ukazuji, ze tyto infekce
jsou velmi Casté i pfes opatfeni, ktera maji za cil minimalizovat rizika zejména bakterialni kontaminace
potravinovych fetézcll. Nefunkénost dosavadnich opatfeni je dana odliSnymi vilastnostmi virl a
bakterii. Tato fakta vedou ke snaze vytvofit pravé takova opatfeni, ktera budou zaméfrena nejen na
bakterialni ale také na virové puvodce infekci z potravin. O dullezitosti oblasti virologie potravin svédci i
nedavné zahrnuti alimentarnich vird do doporuceni v ramci ,potravinairského zakoniku“ (tzv. Codex
Alimentarius).

Skupina alimentarnich vird zahrnuje viry, které vyvolaji infekci Clovéka po konzumaci potravin
zivo€isného i rostlinného plavodu. Tyto viry se replikuji v burikach traviciho traktu a nasledné jsou ve
vysokém mnozstvi Sifeny exkrementy infikovanych jedincli. Za nejCastéjSi plvodce alimentarnich
infekci jsou povazovany noroviry a virus hepatitidy A. Potraviny maji vyznamnou roli také v pfenosu
rotavirQ, viru hepatitidy E, astrovird, Aichi viru, sapovirtl, enterovirQ, koronavird, parvovir(i a enteroviru.
Na zakladé symptomu, které tyto viry mohou vyvolat, Ize alimentarni viry obecné rozdélit do tfi skupin:
puvodci gastroenteritid (napf. noroviry), plivodci virovych hepatitid (viry hepatitid A a E) a nejméné
Cetna a Casta skupina virl majicich schopnost replikace ve stfevé infikovaného jedince, ale vlastni
onemocnéni je zpusobeno napadenim jinych &asti lidského téla (napf. détska obrna — napadeni
centralniho nervového systému poliovirem). Za zminku stoji také zoonoticky potencidl nékterych
zastupcu alimentarnich vird (napf. virus hepatitidy E).

Moznosti Sifeni téchto virll jsou feSeny na oddéleni Bezpec€nosti potravin a krmiv Vyzkumného ustavu
veterinarniho Iékafstvi, v.v.i. (VUVel) v rdmci narodnich i mezinarodnich projekttl. Z pohledu virologie
potravin a prostfedi jsou sledovany potraviny rostlinného i zivoCiSného plvodu, pficemz vybrané
potravinové fetézce jsou monitorovany od faze produkce, pfes zpracovani, az po trzni sit. Cilem
prispévku je podat ucelené informace nejen o virologii potravin a metodikach, které jsou pouzivany na
nasem oddéleni kizolaci a prikazu alimentarnich virG v rlznych typech vzork(l (napf. voda, stéry
zrukou a drobné ovoce), ale také o vysledcich mezinarodni monitorovaci studie zaméfené na
potravinovy fetézec drobného ovoce (jahody a maliny).

Tato prace byla provedena s podporou grantd Ministerstva zemé&délstvi CR (vyzkumny zamér

MZE0002716202), Ministerstva $kolstvi, mladeze a télovychovy CR (projekt AdmireVet &.
CZ1.05/2.1.00/01.0006-ED0006/01/01) a EU projektu VITAL (grant no. KBBE 213178).
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Skusenosti s vyuzitim molekularno-biologickych metéd pri sledovani kontaminacie
potravinarskych vyrob

Kuchta T., ReSkova Z., Korefiova J.
Oddelenie mikrobioldgie a molekularnej biolégie, Vyskumny Ustav potravinarsky, Bratislava

Pri sledovani mikrobiologickej hygieny v potravinarskych vyrobnych zariadeniach (najma bryndziarne
a menSie prevadzky spracuvajuce maso) vyuzivame v pripade izolacie stafylokokov a listérii
molekularno-biologické metédy na ziskanie doplfiujucich informacii o tychto baktériach. Pouzivame 5’-
nukleazovu polymerazovu retazovu reakciu s priebeznou fluorometriou (real-time PCR so sondami
typu TagMan) na jednoznacné urcenie druhov Staphylococcus aureus a Listeria monocytogenes. V
pripade Staph. aureus sa dalej zistuje pomocou real-time PCR pritomnost génov zodpovedajucich za
produkciu enterotoxinov (SEA, SEB, SEC, SED). Na dalSiu blizSiu Specifikaciu izolatov vyuzivame
analyzu poctu viacerych tandemovych opakovani (multi-locus variable tandem repeat (VNTR)
analysis, MLVA) a sekvenovanie viacerych lokusov (multi-locus sequence typing, MLST). V pripade
MLVA sa pouziva multiplexna PCR a amplifikované produkty sa separuju elektroforézou na gélovej
koldne s pouzitim pristroja QlAxcel (Qiagen, Hilden, Nemecko). V pripade MLST sa amplifikuje 7
I6kusov (arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi a yqil), produkty sa precistia a sekvenuju. Kombinacia
vysledkov vysokodiskriminativnej poddruhovej typizacie umoZzZiuje sledovat kolonizaciu vyrob
perzistentnou mikroflérou, identifikovat zdroje kontaminacie a regulovat sanitaciu.
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Citliva a presna diagnostika v molekularni mikrobiologii, aneb jak neprohrat boj s variabilitou
patogent

HloZek P., Dendis M., Baryal A.

Zijeme v dobé&, kdy molekularni mikrobiologie zaujima své pevné misto ve schématu rychlé, pfesné a
spolehlivé diagnostiky zdvaznych virovych a bakteridlnich onemocnéni.

Tak jako v dobach masivniho rozS8ifeni klasické mikrobiologie jsme si velmi rychle osvoijili poznatky a
praci s molekularné biologickymi metodikami. A stejné jako tenkrat jsme vysledk(im, které tyto metody
davaji, zacali témér dogmaticky véfit.

Zijeme v dobé&, kdy molekularn& mikrobiologické metody davaiji rychlé, velmi presné, ale ob&as zcela
zavadgjici vysledky!

Typickym pfikladem z posledni doby mohou byt faledné negativni vysledky detekce mutant Chlamydia
trachomatis a Neisseria gonorrhoeae ve Svédsku a stale diskutovana schopnost detekce rychle se
vyvijejicich variant HIV (pfedevS§im pak jeho CRF forem). Diskutujme, jak zlstat pfi pouziti
molekularné mikrobiologickych metod nadale spokojeni s jejich pfesnosti a rychlosti, ale zaroven
neztratit obezfetnost a zpétnou vazbu nad kazdym jednotlivym vysledkem, ktery nam tyto metody
mohou dat.
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Vic nez jen Cisla - ribotypizace izolata C. difficile
Kratova M."?, Ny& O.', Matgjkova J.", Solarova M.!, Nekvasilova H.'

! Ustav Iékarské mikrobiologie,
% DNA laboratof Kliniky détské neurologie - Univerzita Karlova v Praze - 2. |ékafska fakulta a fakultni
nemocnice v Motole

Uvod: Clostridium difficile je vyznamnym nozokomialnim patogenem souéasnosti. V CR prozatim
neexistuje jednotny systém surveillance. Na nasem pracovisti jsme zavedli ribotypizaci izolatu C.
difficile pomoci kapilarni elektroforézy. Tato metoda je povazovana za evropsky standard typizace této
bakterie. V sou¢asné dobé je znamo vice jak 300 druhti PCR ribotypl. Ty se mohou liSit virulenci, jako
schopnosti a spektrem produkce toxin(, tendenci ke sporulaci, zvySené schopnosti adheze na sliznice
(1). V Evropé je snaha co nejpfesnéji zmapovat a v€asné prokazovat vyskyt epidemickych, vysoce
virulentnich PCR ribotyp(, zejména pak ribotypu 027, ktery je plvodcem epidemii na celém svété.
Metody: Extrakce DNA z bakterialni kultury C. difficile byla provedena pomoci Chelex 100 Resin (Bio-
Rad). PCR ribotypizace je zaloZzena na amplifikaci ISR (Intergenic Spacer Region) mezi geny 16S a
23S rRNA pomoci fluorescenéné znacenych primerd. Nasledna fragmenta¢ni analyza probiha na
pristroji ABI Prism 310, Genetic Analyser (Applied Biosystems). Vysledny ribotyp je uréovan porovnani
elektronickych dat s Webribo databazi (2). Pozitivni kontroly (referenéni ribotyp 027, 176), negativni
kontrola jsou soucasti kazdé testované série. Tato metoda neobsahuje interni kontrolu amplifikace.
NaSe laboratof je zapojena do externiho hodnoceni kvality organizované ECDIS, Leiden.

Vysledky: Pro pilotni testovani jsme pouzili soubor kmen( C. difficile zFN Motol a dalSich
mikrobiologickych pracoviét v CR izolovanych ze stolic hospitalizovanych pacienti s podezfenim na
CDI (Clostridium difficile infection) v roce 2012. Celkem bylo PCR ribotypizaci vySetfeno:63 izolatl C.
difficile. Ribotyp 176 byl ur€en u 38 vzorkd (60,31%). Ostatni ribotypy byly zastoupeny takto 014 v 6
pfipadech (9,52%), 017/0,17/1 ve tfech pfipadech (4,76%), Al-12 ve 2 pfipadech (3,17%), Al-8/0 ve
tfech pfipadech (4,76%). Nasledujici ribotypy byly zastoupeny vzdy po jednom vzorku a to 1, 3, 9, 12,
18, 23, 51, 446, 479. Dva ribotypy se neshodovaly s zadnym ribotypizaénim profilem, budou dale
testovany. Hypervirulentni ribotyp 027 nebyl prozatim nasim testovani zachycen.

Zavér: PCR ribotypizace s pouzitim kapilarni elektroforézy vykazuje vy3si miru diskriminace nez
klasicka elektroforéza na agarézovém gelu, kterou jsme provadéli na ULM v pfedchozich letech.
Elektronicky format dat umozfuje snadnéjSi mezilaboratorni porovnavani a sdileni vysledkd. Tuto
metodu povazujeme za velmi pfinosnou pro potiebu epidemiologického dozoru - kontroly vyskytu a
Sifeni C. difficile na naSem Uzemi. Za optimalni povazujeme centralizaci pFislusné metody
s navaznosti na evropské referencni laboratore, které se danou problematikou zabyvaji.

V nasem pilotnim souboru prevaluje ribotyp 176, ktery je pro svoje biologické vlastnosti velmi podobny
pravé hypervirulentnimu kmenu 027(3). Ribotyp 176 jsme zachytili ve vSech s nami spolupracujicich
nemocniénich zafizenich. Tato skute¢nost poukazuje na nepfiznivou epidemiologickou situaci v CR a
nutnost zavedeni soustavné surveillance, stejné jako implementaci takovych protiepidemickych
rezima, které se jiz osvédcily v prevenci klostridiovych infekci v jinych zemich.

Literatura:

1.DENEVE; et al. New trends in Clostridium difficile virulence and pathogenesis. Int. J. Antimicrob.
Agents, 2009, 33, Suppl 1:5248

2. INDRA, A.; et al. Characterization of Clostridium difficile isolates using capillary gel electrophoresis-
based PCR ribotyping. J. Clin. Microbiol., 2008, 57 (11), 1377—-1382.

3. NYC, O.; et al. Clostridium difficile PCR ribotype 176 in the Czech Republic and Poland. Lancet,
2011, 377, 1407-1028.
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Jak snadno zpracovat NGS data aneb jak data z GS Juniora zapadaji do diagnostiky.
Vohanka J.
Roche s.r.o., Praha

S pfichodem stolnich sekvenatorl vyuzivajici next generation sequencing technologie se mnoho
laboratofi, zvyklych na kapilarni flowgramy a Fasta sekvence, muselo vyrovnat s novym vystupem ze
sekvenator(i, které mnohdy prekracuji desitky tisic sekvenci. Ackoli toto &islo zni magicky, pro
uzivatele to neznamena, Zze musi prochazet kazdou sekvenci zvlast, ale spiSe se jedna o zméné
pohledu na tato data. Jaké jsou mozZnosti v hodnoceni NGS dat, jak jsou tato data pfijimana mezi
genetiky a jak vypada bioinformaticky vystup laboratofe pro kliniky? Kolik €asu analyza dat zabere a je
nutny vystudovany bioinformatik s IT infrastrukturou? V podani 454-Roche amplikonového
sekvenovani rozhodné ne.
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Praktické vyuziti predikénich programu pfi stanoveni patogenity variant nejasného vyznamu u
karcinomu prsu

Tavandzis S.", Krhutova V.", Kroupova P.", Kyselova K., Mackova J.!, Jaltivkova E."

' P&R LAB a.s., Laboratof molekularni biologie, Novy Ji¢in
2 Nemocnice Novy Ji¢in a.s., Ambulance klinické genetiky

Pfesna interpretace sekvenénich variant je nezbytnou soucasti genetickych vysetfeni. PocitaCové
programy zaloZzené na ruznych vypocetnich algoritmech mohou s urcitou pravdépodobnosti
pfedpovédét miru patogenity variant nejasného vyznamu. Jedny z nej€astéji pouzivanych softwar(
v klinické praxi jsou Align-GVGD, Panther, PolyPhen, SIFT, Pmut, BDGP- Splice Site Prediction,
HumanSplicingFinder, Automated Splice-Site Analysis, MaxEntScan a dalsi.

Toto sdéleni struéné shrnuje sou€asné moznosti, limity a osobni zkuSenost s vyuzitim predikénich

softward v rutinni praxi v Laboratofi molekularni biologie P&R LAB a.s. v Novém Ji¢iné a zaroven
uvadi konkrétni pfipad pacientky s karcinomem prsu s detekovanou variantou nejasného vyznamu.
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Externi a interni kontroly pfi detekci RNA virt
Mikel P., VaSickova P., Kralik P.

K detekci patogennich RNA virll se v sou€asné dobé vyuziva modernich molekularné-biologickych
pristupy. Nejpouzivanéjsi metodou je tzv. kvantitativni reverzné transkripéni real-time PCR (RT-qPCR)
umozniujici detekci a kvantifikaci RNA virQ, zejména rodl Lentivirus, Hepatovirus a Influenzavirus. Ve
nutnosti reverzni transkripce virové RNA. Prekazku rutinni analyze RNA virG pomoci RT-qPCR
prestavuje predevsim nedostatek spolehlivych RNA pozitivnich kontrol a standardu, které by umoznily,
pres izolaci, reverzni transkripci, amplifikaci, detekci a kvantifikaci, kontrolu vSech krok( analyzy virové
RNA.

Pfi pouziti RT-gPCR se jako interni RNA kontroly v analyzovanych vzorcich vétSinou vyuzivaji
molekuly mRNA, které vznikaji transkripci z referen¢nich gent exprimovanych v relativné konstantnim
mnozstvi, Ci syntetické RNA konstrukty. Externi RNA kontroly jsou vétSinou pfidavany k analyzovanym
vzorkim zvlast, pfed zaCatkem jejich analyzy. Pfi navrhovani konstruktd slouzicich jako externi RNA
kontroly se vyuzivaji dvé odliSné strategie: kompetitivni a nekompetitivni. Kompetitivni kontroly
vyuzivaji pro svou amplifikaci stejnych primerld jako cilové virové sekvence, avSak také pouzivaji
odliSné specifické hydrolyzaéni sondy. Tyto kontroly nejvice napodobuji amplifikaci cilové virové
sekvence, ale jejich nevyhodou je, Ze snizuji detekéni schopnost RT-gPCR, a to zejména u vzork
obsahujicich malou virovou néloZ. Pro kazdy detekovany virus je navic tfeba konstruovat samostatnou
kompetitivni kontrolu, coZ je pro vétSinu béZnych mikrobiologickych laboratofi pfili§ naroéné a
neefektivni.

Naproti tomu nekompetitivni kontroly jsou konstruovany jako specifické sekvence naprosto odliSné od
analyzované virové sekvence, a tedy nesnizujici detekéni schopnost RT-qPCR ani u vzorkd s malou
virovou nalozi. Tim Ize do zna¢né miry zabranit faleSné negativnim vysledkim. Nevyhodou je, ze
amplifikace nekompetitivni kontroly nemusi vzdy pfesné odrazet amplifikaci analyzovanych virovych
sekvenci. Pfesto vyhody systémua nekompetitivni kontroly prevysuji jejich nedostatky a jsou tedy
vhodnéjsi, nez systémy zaloZzené na kompetitivnich kontrolach.

Zejména kvuli pfitomnosti potencidlnich inhibitord RT-gPCR nebo neefektivni izolaci virové RNA je
nutné tyto kontrolni standardy pouzivat. Nejvétsi problém analyzy RNA virdl pfedstavuji vSudypfitomné
RNazy, degradujici nejen analyzovanou virovou RNA, ale i kontrolni standardy, a tedy zasadnim
zpusobem ovliviuji validitu RT-qPCR vysledk(. ReSenim t&chto problému je vyuZiti technologie
armored RNA (aRNA) pro konstrukci kontrol a standardu. Tato technologie je popsana a zavedena,
ale jeji realné vyuziti je zatim spiSe ojedinélé. Jejim cilem je zabaleni specifické sekvence kontrolni
RNA do fagovych protein za vzniku pseudovirionovych &astic. Pseudovirionové ¢astice nejenom
chrani RNA v nich obsazenou pfed degradaci RNazami, ale také napodobuji analyzované virové
Castice, ¢imz dale zvySuji specificnost detekéni metody. DalSi vyznamnou vlastnosti téchto ¢astic je
jejich neinfekénost, dlouhodoba stabilita pfi uchovavani v ridznych podminkach a neschopnost se
replikovat.

V ramci pracovni skupiny Virologie potravin Oddéleni bezpelnosti potravin a krmiv ve Vyzkumném
Ustavu veterinarniho |ékafstvi, v.v.i. se zabyvame vyvojem preudovirionovych ¢€éastic s vyuZitim
technologie aRNA, které budou slouZit jako externi nekompetitivni RNA kontroly pro detekci
vyznamnych alimentarnich RNA vir(i, zejména rodu Norovirus a ¢eledi Coronaviridae, Astroviridae, a
Picornaviridae. Tyto viry jsou vyznamnymi patogeny u Clovéka i u zvifat a postihuji pfedevSim travici
ustroji. Az na vyjimky jsou tyto patogenni viry v podminkach in vitro nekultivovatelné. RT-qgPCR tedy
predstavuje jedinou vhodnou metodu pro jejich detekci a kvantifikaci. Tyto viry jsou v sou¢asné dobé
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velmi podrobné studovany v ramci projektll 7. Ramcového programu EU, pfi€emz do nékterych z nich
je zapojeno i nase pracovisté.

Tato prace byla provedena s podporou grantd Ministerstva zemédélstvi CR (vyzkumny zamér
MZE0002716202), Ministerstva zdravotnictvi CR (NT13884-4/2012) a Ministerstva Skolstvi, mladeze a
télovychovy CR (projekt AdmireVet ¢. CZ1.05/2.1.00/01.0006-ED0006/01/01).
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Priikaz streptokoku skupiny G animalni a humanni provenience metodou polymerazové
fetézové reakce

Mosio P., Sleha R., Kusakova E., Kukla R., Vydrzalova M., Mazurova J.

Cilem bylo ovéfeni a nasledné zavedeni metody polymerazové fetézové reakce (PCR) k identifikaci
streptokokll se skupinovym antigenem G (GGS). Vysledky byly srovnavany s identifikaci GGS
konvenénimi metodami. Soucasné jsme metodou PCR prokazovali vybrané faktory virulence u
Streptococcus (Str.) canis a Str. dysgalactiae ssp. equisimilis.

Z vysetfenych 716 tampoénovych stéru z riznych anatomickych lokalit pstd a kocek jsme vykultivovali
88 kmenl( streptokokl. Na zakladé antigenni specifity a biochemické aktivity odpovidalo 87 kmenu Str.
canis a 1 Str. dysgalactiae ssp. equisimilis. Druhové specifickou PCR jsme identifikaci kmenu potvrdili.

Dale jsme vysetfili 388 kmenu GGS izolovanych z riiznych klinickych vzorkd od lidi. Z tohoto souboru
jsme konvenénimi metodami urcili 358 kmenu jako Str. dysgalactiae ssp. equisimilis, 25 Str. canis a 5
Str. dysgalactiae ssp. dysgalactiae. Druhoveé specifickou metodou PCR byla spravnost vysledk(l vSech
kmenu Str. dysgalactiae ssp. equisimilis potvrzena. Z 25 kmenu identifikovanych biochemickymi testy
jako Str. canis, jsme metodou PCR potvrdili pouze 8 kmenu, ostatni odpovidaly druhu Str.
dysgalactiae ssp. equisimilis. Kmeny urlené konvenénimi testy jako Str. dysgalactiae ssp.
dysgalactiae byly metodou PCR v8echny identifikovany jako Str. dysgalactiae ssp. equisimilis.

Pfitomnost gent kodujicich streptolysin S, ktery je vyznamnym faktorem virulence v patogenezi
nekrotizujici fasciitidy, jsme metodou PCR potvrdili u vS8ech kmen( testovanych streptokokl. Geny

kodujici  streptokokovy pyrogenni exotoxin G nebo streptokokovy mitogenni exotoxin Z jsme
neprokazali.

Prace byla realizovana za podpory grantd SGFChT/2013.
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Mgr. Petr Kralik, Ph.D. POSTER 4

Vyzkumny Ustav veterinarniho Iékafstvi, v.v.i.

Hudcova 70

621 00 Brno

tel.: +420-533331601
e-mail: kralik@vri.cz

Rutinni detekce a kvantifikace plivodce paratuberkulézy: validace a kruhové testy
Kralik P., Pavlik I., Kralova A., Slana l.

V rutinni detekci plvodci onemocnéni pomoci real time PCR (qPCR) je nutné provadét ve
stanovenych intervalech validaci metodik, aby byla ovéfena stabilita deklarovanych parametrd
(citlivost, robustnost, opakovatelnost apod.). Tyto testy jsou také nezbytnym predpokladem ziskani
akreditace. Validaci je mozné provadét pomoci kalibrovanych standardd nebo kruhovych testd.
Vyrobci diagnostickych kitd pro klinickou diagnostiku nebo klinické laboratofe provadéjici tuto
diagnostiku maji k dispozici panely externich kontrol kvality, kdy za Uplatu je mozné ziskat analytické
vzorky od certifikacni autority (QCMD, Instand). Analyzou téchto vzork(l ziska dotyCny vyrobce Ci
laboratof informace o parametrech svého qPCR systému.

Pro veterinarni diagnostiku v8ak takové mozZnosti neexistuji nebo jsou velice omezené. PfestoZe
vyznamné veterinarni patogeny, mezi které patfi i pavodce paratuberkuldzy, se €asto detekuji pomoci
PCR a gPCR, panely kontrol kvality nejsou k dispozici. Jednorazovym feSenim je usporadani
kruhovych testll v ramci projektu sdruzujicim vice laboratofi. Tato varianta je vSak relativné logisticky
narotna. Nicméné naSe laboratof se zucCastnila dvou kruhovych tesli na detekci plvodce
paratuberkulézy v mléce, syrech a trusu.

V pfispévku budou shrnuty naSe zkuSenosti z kruhovych testl a budouci moznosti validace
detekénich systému pro plvodce paratuberkulozy.

Tato prace byla provedena s podporou granti Ministerstva zemédélstvi CR (vyzkumny zamér
MZE0002716202) a Ministerstva S$kolstvi, mladeze a télovychovy CR (projekt AdmireVet &.
CZ1.05/2.1.00/01.0006-ED0006/01/01).
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GeneProo

Mol ecular dingnostics for your routine

Vyzkum, vyvoj a vyroba C€ =1 certifikovanych PCR souprav pro
rutinni laboratorni diagnostiku

#88 Humanni mikrobiologicka diagnostika M Real-time PCR
#8 Humanni geneticka diagnostika #M End-point PCR
888 Specialni diagnostika

WWW.gE n E p rD D‘f. CDTTI GeneProaf 8.4 - Vindfnl 235 - 515 03 Brng
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Roche Diagnostics je prednim svétovym vyrobcem diagnostickych systémi a
poskytovatelem zdravotnickych informaci. Jsme zaméfeni na vyzkum, vyvoj, marketing a
servis produktl a feSeni nejenom pro laboratote, 1ékafe a pacienty, ale také pro vyzkum a
pramysl.

obas’
Roche, s.r.o. cogﬂfmm

Diagnosticka divize
Karlovo nameésti 17
120 00 Praha 2 http://www.roche-

diagnostics.cz

cobas’ HPV Test pomdhd odhalit onemocnént,
které neni zachyceno cytologii

Ine. Al rights rmservod
) Haciords Drve. Pleasant

cobas’ | kamene™
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IBAG HeaTHCARE

BAG Health Care GmbH nabizi fadu PCR diagnostik: BAGene - SSP typizace ¢ervenych
krvinek, HISTO TYPE - SSP typizace HLA, HISTO SPOT" - SSO testy pro typizacil. a Il. HLA tfidy
véetné automatu MR. SPOT'. Nedilnou souéasti nabidky jsou i kontrolni testy, napt. CYCLER
CHECK pro kontrolu teplotni uniformity termocyklért ¢i Wipe Test pro kontrolu HLA
kontaminaci.

Soucdsti nasi nabidky jsou i specidlni kity pro prikaz predispozice k chorobdam asociovanych
s uréitymi HLA typy — Celiakie, Narkolepsie, autoimunitni choroby asociované s B27.

O této, i dalsi nabidce firmy naleznete vice informaci na naSich webovych strankach, nebo
pfimo od nasich prodejc(.

BAG Health Care GmbH Tel.: 286 840 508 Fax: 286 840 510
Na Hlinach 555/17 E-mail: info@bag-healthcare.cz
182 00 Praha 8 www. bag-healthcare.cz

+ medisco
Praha

Medisco Praha s.r.o

Dodavatel souprav pro molekularné biologickou diagnostiku infek&nich markert a
genovych mutaci metodami RT PCR a reverzni hybridizace a pfistrojového vybaveni
pro PCR laboratofe.

Sidlo: U Zemépisného ustavu 4, 160 00 Praha 6
Tel: 233 334 300, 233 334 339

Fax: 224 323 171

e-mail: medisco@medisco.cz

www.medisco.cz
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BIOMEDICA
Abbott BIOMEDICA
Molecular GRUPPE

W .blomedicao

A Leading Companion

in Molecular Diagnostics

One Partner. A Total Solution.

e FISH pro cytogenetiku, hematoonkologii a patologii
e Kompletni automatizované reseni RT- PCR diagnostiky infekénich onemocnéni ( CMV,
CT, HBV, HCV, HCV Genotype, HPV, HIV,...)

Pro vice informaci prosim kontaktujte:
BIOMEDICA CS, s.r.o, Meteor Centre Office Park, Sokolovska 100 / 94, 186 00 Praha 8 — Karlin
Email: pavlina.kulilova@biomedica.cz, magda.navratilova@biomedica.cz,

tel: 602 324 661, 724 794 990.

i
-

BIOMEDICA

GRUFPFPE P

wew.biomedico . co.nl

ELISABETH PHARMACON, spal. 5 r.o.

. ® Namésti Svobody 18
Elisabeth
Tel.: +420 542213851

Pharmacon Fax: +420542 213817

E-mail: info@clisabeth.cz
www.elisabeth.cz C
A

IC: 26258412, DIC: C226258412

Spole¢nost ELISABETH PHARMACON ptisobi na trhu jiz jedenactym rokem a je znama
nejen jako distributor produkti v oblasti molekularni biologie a pfistrojové techniky, ale
predevsim jako certifikovany vyrobce Real Time PCR diagnostiky EliGene. Soupravy jsou
vyrabény a prodavany pod kontrolou systému kvality ISO 13485:2003 a ISO 9001:2008.
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ODYNEX

DYNEX LABORATORIES, s.r.o., Lidicka 977, 273 43 Bustéhrad
Tel: 220 303 600, E-mail: office@dynex.cz , www.dynex.cz

e Dodavatel a vyrobce laboratornich pfistroju, diagnostickych souprav a
spoti‘ebniho materialu
e Kbvalitni produkty pro klinické diagnostické laboratoie, akademie a vyzkumné
ustavy, pracovisté forenzni genetiky, veterinarni a hygienické laboratore,
fytopatologii, laboratoi‘e testujici kvalitu a sloZeni potravin a dal$i
e Uceleny sortiment produktii pro Vasi laboratoi véetné odborného zaskoleni
obsluhujiciho personilu a poradenstvi
e Profesionalni zakaznicky servis a komplexni FeSeni diagnostického procesu
v ramci ¢eského a slovenského trhu

Diagnostika
e  Mikrobiologie a imunologie (ELISA, imunofluorescence, bloty)
e  Molekularni biologie (Real Time PCR i endpoint PCR, hybridizace, RFLP,
¢ izolaéni soupravy, obecné reagencie a pufiy)
o Rapid testy (H.pylori, C. difficile, E.coli EHEC, 0157, Campylobacter, Strep A,

chiipka A/B, RSV, adenoviry, rotaviry)

e Testy na drogy ze slin a moce
e Kultiva¢ni média
e Imunohematologie

e A dalsi

§ e Piistroje

\ A* e Automaty (DSX, DS2, Chorus)

I‘- notometry, fluorometry, luminometry, promyvacky

- ' e Blotové techniky (DYNABLOT)

e  Molekularni biologie (fermocyklery, ELFO, drobné pristroje)
e Laminarni a biohazardni boxy, digestore
e Rozpliovaci zatizeni (Qasar, Dynamic)
e  Malé laboratorni pristroje (tfepacky, michadla, inkubadtory, centrifugy, lizné)
e Pipety, davkovace a plastovy spoti‘ebni material

Zku$ebni a kalibraéni laboratof DYNEX akreditovana CIA
e Kalibrace pipet
e  Zkousky laminarnich boxi
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Automatizace sQIAGEN -

moderni cestak uspechu &
_nmﬁ_

_—

Milnik v automatickém
zpracovani vzorkd v rutinni diagnos-
tice.

PIné automatizovany CE IVD cer-
tifikovany proces od vzorku aZ k
vysledkim.
Izolace DNA, RNA, proteini, az [-96
vzorkd, az 1000 pl vstupni objem vzorkd;
nasleduje automatické napipetovani reakci
a detekce na pristroji Rotor-Gene Q
artus transplantation panel (CMV, EBV, HSV,
BK virus, and VZV)
artus blood-borne virus panel (HIV, HCV,
and HBYV)
In-house tests

a dalsi aplikace:
Other artus infectious disease assays
Women's health PCR assays (e.g., HPV, CT,

E ] and CT/NG)
, therascreen molecular pathology panel

e (e.g., KRAS, EGFR, BRAF)
+ | )
QIAsymphony Rotor-Gene Q * Expert user-developed tests

|}

Pyromark — Pyrosekvenacni  QIlAgility — Pipetovaci automat QIlAcube —Automat na kolonkové EZ| Advanced a EZIAdv.XL
technologie purifikacni kity QIAGEN = Purifikacni automaty

QIAxcel - Analyza fragmentu Rotor-Gene Q — qPCR-idealni pro QIAxtractor — lzolace NK
bez gelu multiplex a HRM Usporné

Bio-Consult Laboratories spol.s r.o.,
Bozejovicka 145, 142 Ol Praha 4 — Libus

Tel./fax +420 244 471 239 « Tel./fax +420 241 729 792
www.bioconsult.cz
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LAB MARK a.s.
Pod Cihelnou 23
161 00 Praha 6-Ruzyné

Tel.: +420 233 335 548

Fax: +420 224 311 830

Web: www.labmark.cz
E-mail: labmark@labmark.cz

/M LAB MARK

M.G.P. spol. s . o.
Kvitkova 1575

Zlin 760 01

tel. +420 577 212 140
fax: +420 577 211 724
e-mail: mgp@mgp.cz
WWW.mgp.cz

MGP

TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.
Kfizikova 68

612 00 Brno

Tel.: +420 549 121 205 (237, 238)
FAX: +420 541 243 390

E-mail: trade@testlinecd.com

Web: www.testlinecd.cz

Testline

Clinical
Diagnostics

BioVendor — Laboratorni medicina a.s.

Karasek 1/1767
621 33 Brno

Tel.: +420 549 124 111
FAX: +420 549 211 465

E-mail: info@biovendor.cz

Web: www.biovendor.cz




' GeneTiCA s.r.o.
L . Sluzeb 4
GeneT|CA 108 00 Praha 10

— tel.: +420 272 701 739

e-mail: genetica@genetica.cz
web: http://www.genetica.cz

v

Spolec¢nost LABOSERV s.r.0. se zabyva obchodni a poradenskou ¢innosti v oblasti
laboratorni diagnostiky. Sortiment dodavanych produktl splfiuje vysoké naroky
na kvalitu a pokryva diagnostiku predevsSim v laboratorich imunologického a
mikrobiologického zaméreni.

Dodavame PCR soupravy pro

end-point a real-time molekularni diagnostiku lABn
od spolecnosti InterLabService.

LABOSERV s.r.o.

Hudcova 532/78b SEn"
612 00 Brno

www.laboserv.cz

www.lIshop.cz

OXOID CZ s.r.o.

Thermo Fisher Scientific
Kastanova 539/64

Brno, Brnénské lvanovice

620 00 ThermoFisher
SCIENTIFIC

Objednavky a zakaznicky servis
Tel: 800 101 038

Fax: +420 544 501 108

Email: oxoid.cz@thermofisher.com
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