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PROGRAM

29. ledna 2014 stieda

10:00 — 12:30 Registrace

13:00 — 13:15 Zahajeni

13:15 — 14:00 Uvodni sdéleni

Prof. RNDr. Vaclav Pages, DrSc., Ustav molekularni genetiky AV CR 45 min
Od Gregora Mendela k personalizované mediciné

14:00 — 15:20 Analyza humanniho genomu |.

Prof. MUDr. Ondfej Topol¢an, CSc., LF UK a FN Plzen 30 min

Prehled postuptl v diagnostice nadorovych onemocnéni molekularné biologickymi technikami
Doc. PharmDr. Martin Beranek, Ph.D., UKBD, LF a FN Hradec Kralové 20 min
Nestandardni nalezy v laboratorni dokumentaci a atypické vysledky vysetieni pomoci CE-IVD
souprav uré¢enych pro analyzu lidské DNA

Mgr. Jana Sabova, synlab genetics s.r.o., Praha 20 min
Molekularne geneticka diagnostika u vzacne sa vyskytujucich dediénych ochoreni

15:20 — 15:40 Prestavka

15:40 — 17:10 Analyza humanniho genomul ll.

Mgr. Ondfej Scheinost, Nemocnice Ceské Budé&jovice a.s., Laboratof molekularni biologie a genetiky
20 min
Screening karcinomu moc¢ového méchyfie v selektovanych populacich - znovu a lIépe

Ing. Jaroslav Vohanka, Ph.D., Roche, Praha 20 min
Je NGS technologie dostateéné zrala pro rutinni testovani prediktivnich onkomarkera?

Mgr. Jifi Stika, synlab genetics s.r.0., Praha 20 min
Diagnostika autosomalné recesivni polycystické choroby ledvin pomoci NGS

MUDr. Sona Frarikovéa, IKEM Praha 20 min
Vyznam vysSetieni genotypu IL28B v Ié¢bé HCV infekce

17:10 - 17:30 Prestavka

17:30 — 18:30 Panelova diskuse
Technologické a metodické pokroky v molekularni biologii

19:30 — 23:00 Spoleéensky vecer
30. ledna 2014 Ctvrtek

8:30-9:30 Vyuziti molekularné biologickych postupu v infektologii _|.

Ing. Natalija Piskunova, CSc., Nemocnice Ceské Bud&jovice a.s., Laboratof molekularni biologie a
genetiky 20 min
PCR diagnostika respiraénich infekci

RNDr. Jana Ka$pirkova, Ph.D., Biopticka laboratof s.r.o., Plzefi 15 min
Molekularné geneticka detekce virovych a bakterialnich patogent pro diagnostiku infekéni
myokarditidy



Mgr. Martina Sittova, GeneProof a.s., Brno 15 min
Detekce bakterialni rezistence molekularné-biologickymi metodami. Budeme lécit geny?

9:30 -9:50 Prestavka
9:50 - 10:50 Vyuziti molekularné biologickych postupt v infektologii |II.
Mgr. Marcela Krltova, 2.lékafska fakulta UK a FN v Motole 15 min

Clostridium difficile MLVA: metoda kontroly nozokomialniho pfenosu

Mgr. Radka Kutova, UKBD, LF a FN Hradec Kralové 15 min
Vysetieni rezistence na antivirotika u CMV infekci

RNDr. Pavel HloZek, GeneProof a.s., Brno 20 min
Validace a verifikace molekularné biologickych metod v analyze humanniho a extrahumanniho
genomu

10:50 — 11:00 Prestavka

11:00 — 11:40 Posterova sekce

11:40 — 12:10 Prestavka

12:10 — 13:20 Aplikace v hygiené a veterinarni mediciné

RNDr. Tomas$ Kuchta, DrSc., Vyskumny Ustav potravinarsky, Bratislava 10 min

Skusenosti s vyuzitim molekularno-biologickych metéd pri sledovani kontaminacie
potravinarskych vyrob

RNDr. Michal Slany, Ph.D., VU veterinarniho Iékafstvi, v.v.i., Brno 15 min
Rizika prenosu Toxoplasma gondii spojena s konzumaci masnych vyrobkt

Ing. Marija Kaevska, Ph.D., VU veterinarniho Iékafstvi, v.v.i., Brno 15 min
Mikrobialni slozeni a detekce vybranych patogent v riiznych ¢astech Cisticky odpadnich vod
pomoci real time PCR a pyrosekvenovani

Mgr. Romana Moutelikova, VU veterinarniho lékafstvi, v.v.i., Brno 15 min
Detekce a geneticka analyza rotavirti skupiny C u prasat v CR; jejich mozny zoonoticky
potencial

13:20 — 13:50 Zavér, diskuse
Vyhodnoceni soutéZe o nejlepsi prezentaci mladych autort do 35 let 10 min
Ing. Dalibor Novotny, Ph.D., Ing. Franti§ek Stumr, Ph.D. 10 min

,Deset ro¢nikll v deseti minutach®



Postery:

1. Mgr. Magdalena Dvorakova, Laboratofe AGEL a.s., Novy Ji¢in
Analyza velkych deleci a duplikaci genu FBN1u pacientti s Marfanovym syndromem

2. RNDr. Olga Hruskovéa-Heidingsfeldova, CSc., Univerzita Pardubice
Analyza mobilnich genetickych elementi jako pomiucka pfi identifikaci patogenni kvasinky
Candida parapsilosis

3. Mgr. Spiros Tavandzis, Laboratofe AGEL a.s., Novy Ji¢in
KAZUISTIKA: Detekce somatickych mutaci v cirkulujici volné DNA (cfDNA) ve vztahu k 1é¢bé
onkologickych pacientt

4. Ing. Arpad Bdday, Laboratofe AGEL a.s., Novy Ji¢in
Genetické a epigenetické zmény a jejich vliv na prognostiku a predikci Iécby kolorektalniho
karcinomu

5. RNDr. Michal Slany, Ph.D., VU veterinarniho Iékafstvi, v.v.i., Brno
Vyhody a nevyhody Sirokospektré identifikace bakterii pomoci sekvenace genu 16S rRNA

6. Mgr. Pavel Mikel, VU veterinarniho Iékafstvi, v.v.i., Brno
Priprava kontrolnich armored RNA virus-like ¢astic a jejich vyuziti v detekci RNA virt

7. Ing. Lucie Hruskova, Univerzita Pardubice
PCR s vyuzitim interkalacénich barviv pro rozliSeni zivych a mrtvych bunék arkobakteru
v biofilmu

8. Mgr. Rudolf Kukla, Univerzita Pardubice,
Mycoplasma hominis a Ureaplasma urealyticum u pacientti v priibéhu asistované reprodukce

9. RNDr. Jana Prodélalova Ph.D., VU veterinarniho lékafstvi, v.v.i., Brno
Vyuziti molekularné biologickych metod v diagnostice virovych chorob véel

10. Mgr. Vlasta Cejnova, Oddé&leni lékafské genetiky, Masarykova nemocnice v Usti nad Labem, 0.z
QF-PCR a detekce mozaik v prenatalni diagnostice



Prof. RNDr. Vaclav Paces, DrSc.

Ustav molekularni genetiky AVCR, v.v.i.
Laboratof genomiky a bioinformatiky
Videriska 1083

142 20 Praha 4

tel: +420 241 063 541
e-mail: vaclav.paces@img.cas.cz

Od Gregora Mendela k personalizované mediciné

Paces V.

Ustav molekularni genetiky AVCR, v.v.i.

Soucasné techniky stanoveni struktury DNA pokrocily natolik, Ze je mozné levné a rychle precist si
dédi¢nou informaci jednotlivych lidi. Bioinformatickymi nastroji v ni Ize hledat jednotlivé geny a mutace
v téchto genech. Na zakladé téchto informaci lze pro nékteré nemoci zavadét Iécbu vhodnou pro

konkrétniho pacienta. Na této cesté k personalizované mediciné jsme v3ak teprve na zaatku.

Je zajimavé sledovat cestu od formulace zakonU dédi¢nosti Gregorem Johannem Mendelem pies
objasnéni molekularni podstaty dédi€nosti aZz po sou€asné aplikace moderni genetiky.



Prof. MUDr. Ondiej Topoléan, CSc.

Fakultni nemocnice Plzen
ONM - Laboratof imunochemické diagnostiky
tf. E. Benese 13

305 99 Plzen
tel: +420 377 402 948
e-mail: topolcan@fnplzen.cz

Prehled postupti v diagnostice nadorovych onemocnéni molekularné biologickymi technikami

Topoléan O., LF UK a FN Plzen

Vice nez dvacet let se v rutinni praxi vyuziva stanoveni nadorovych markerd. Pribéhem doby se
nalezlo jejich optimalni vyuziti, ale pfedevSim existuje i vyrazna limitace téchto metod.

Metody molekularni biologie jsou zcela novym postupem jak z hlediska pouzivaného biologického
materialu tak vypovédni hodnoty vysledku. SlouZi jiZ fadu jen ve velmi omezené mife v rutinni praxi.
Pfedevsim je snaha je vyuZit pro zachyt geneticky podminénych nadorovych onemocnéni. Rozséhlé
studie vSak existuji ve vyzkumu. Zde pfedevS8im vyrazné zlepSily naSe znalosti o etiopatogenezi
nadorového procesu. Ruku v ruce s tim jak pokraCuje sniZovani jejich metodické i ekonomické
narocnosti zacinaji pronikat do rutinni praxe. V referatu bude diskutovano vyuziti metod pro ¢asnou
diagnostiku nador(, diferencialni diagnostiku a prognézu onemocnéni. Zvlastni pozornost bude
vénovana problematice optimalizace volby IéCby a to ze dvou hledisek — predikce efektu [éCby a
predikce vedlejSich uc&inkua lécby. Jde tedy jak o optimalizaci a individualisaci 1éEby ve vztahu k
nadorovému procesu na strané jedné a k nemocnému na strané druhé.

Diskutovany budou hlavni problémy, se kterymi se pfi pouZiti metod a pfi interpretaci vysledku
ziskanych metodami molekularni biologie v onkologii setkavame. Kromé klasickych problém( se
specificitou a senzitivitou existuje znaény problém pfi korelaci ziskanych laboratornich dat s klinickym
obrazem. Specifickym problémem je problém tzv. ,Big data“. Mame k dispozici obrovské mnozstvi dat,
které nejsme schopni zatim klinicky vyuzit. Je v8ak nepochybné, Ze to budou metody molekularni
biologie, které pfinesou novy pokrok ve zlepSeni kvality Zivota onkologického pacienta.



Doc. PharmDr. Martin Beranek, Ph.D.

Ustav klinické biochemie a diagnostiky LF a FN Hradec Kralové
Sokolska 581
500 05 Hradec Kralové

tel: +420 495 833 040
e-mail: beranek@Ifhk.cuni.cz

Nestandardni nalezy v laboratorni dokumentaci a atypické vysledky vysSetieni pomoci CE-IVD
souprav uréenych pro analyzu lidské DNA

Beranek M.

Ustav klinické biochemie a diagnostiky, Lékarska fakulta a Fakultni nemocnice Hradec Kralové

Molekularné biologické metody jsou nékdy mylné pokladany za oblast vySetfeni, ktera disponuje
velkou mérou variability pfi vybéru vhodné metodiky, moznostmi upravovat pracovni postupy a
provadét laboratorni diagnostiku bez zajisténi kontrolnich mechanismu. Pravdou je, Ze tyto metody se
v klinické praxi provadéji jiz pfes dvacet let. Podléhaji systémlm interni i externi kontroly kvality,
pouzivaji soupravy opatfené evropskymi certifikaty pro prostfedky in vitro diagnostiky (CE-IVD) a jako
jediné laboratofe u nas jsou povinné akreditovany Ceskym institutem pro akreditaci (CIA).

Nazev této pracovni konference zni Rutinni analyza nukleovych kyselin (RANK). Molekularné
biologicka vySetfeni jsou do znaéné miry unikatni. Disponuji specifickou technologii, maji specificky
algoritmus operacnich krokl a také pouzivaji specifické typy zkratek. Potykaji se vSak s obdobnymi
neshodami v preanalytické fazi a s obdobnymi nedostatky CE-IVD souprav jako jiné laboratorni obory.
Lze zminit napfiklad ne zcela pfesné preklady manual(i, absence informaci v pfibalovych letaécich &i
nepresné znaCené doby pouzitelnosti reagencnich souprav. V prednasce budou kratce prezentovany
Casté formalni nedostatky souprav a téz pfiklady atypickych (vzacnéjSich) vysledkl vySetfeni, které
byly dosazeny pomoci validovanych a akreditovanych metod.



Mgr. Jana Sabova

Laboratof molekularni diagnostiky, synlab genetics s.r.o.
Evropska 176/16
160 00 Praha 6

tel: +420 221 985 484
email: jana.sabova@hotmail.com

Molekularne geneticka diagnostika u vzacne sa vyskytujucich dedi€énych ochoreni
Sabova J., Stika J., Mazal O., Pekova S.

Laboratof molekularni diagnostiky, synlab genetics s.r.o., Praha

Vzacne ochorenia predstavuju klinicky heterogénnu skupinu réznych ochoreni s velmi nizkou
prevalenciou v populacii. V Eurdpskej unii su klasifikované ako ochorenia, ktoré sa vyskytuju u mene;j
ako 5 pacientov na 10 000 obyvatelov. V sucasnej dobe je popisanych viac ako 6000 vzacnych
ochoreni, ktorych etioldgia je velmi heterogénna. Az 80 % pripadov ma geneticky povod. Zriedkavé
choroby maju zavazny chronicky, progresivny, degenerativny a ¢asto zivot ohrozujuci charakter a
mbzu sa prejavit v ktoromkolvek sStadiu vyvoja jedinca. Pri¢inu niektorych vzacnych choréb
predstavuje kombinacia genetickych a vonkajsich faktorov, avSak u vaésiny ochoreni zostavaju priciny
doposial neodhalené.

V sucasnosti vySetrujeme v nadom laboratériu, v sekcii molekularnej diagnostiky vzacnych syndrémov,
viac ako 50 dedi¢nych ochoreni, pricom su stale diagnosticky zavadzané nové vySetrenia a pocet
indikovanych vzacnych syndrémov neustale stupa. Pomocou technik priameho sekvenovania a
celogenémového sekvenovania uskutoChujeme v laboratoriu komplexnu geneticku analyzu génov
asociovanych so vzacnymi genetickymi syndrémami: Sticklerov syndréom (COL2A1), Sotosov syndrém
(NSD1), syndrém Noonanovej (PTPN11, SOS1), syndrém Leopard (RAF1), syndrom 3M (CULY7),
Usherov syndrom (USH2A), aniridia (PAX6), geneticky podmienena chronicka pankreatitida
(SPINK1), Proteov syndrém (AKT1), Tricho-rhino-falangealny syndrom (TRPS1), vyvojové vady oka
(HESX1, SOX2), syndrom Rubinstein-Taybi (CREBBP), Costellov syndrom (HRAS), Cockaynov
syndrom (ERCCH1, 2, 5, 6, 8), vrodena hypercholesterolémia (LDLR), CHARGE syndrom (CHD?7),
mikrocefalia (MCPH1), mnohopoCetné vrodené exostozy (EXT1, 2), okularny albinizmus typ |
(GPR143), X-viazana retinitis pigmentosa (RPGR, RP2), neurodegenerativhe ochorenia (MAPT), X-
viazana hypofosfatémia (PHEX, FGF23), Alagillov syndrém (JAG1), Kallmanov syndrom (KAL1,
FGFR1), syndrédm CADASIL (NOTCH3) a mnoho dalSich. Naj¢astejSie su sekvenované kdodujuce
oblasti vratane exdon/intrénovych hranic. Pomocou spominanych metéd sa nam podarilo u niekolkych
pripadov objasnit pri€¢inu ochorenia na urovni DNA, av8ak stale ostdva mnoho pripadov s
neobjasnenou diagndzou.

Radi by sme sa podelili 0 naSe skusenosti a prezentovali niekolko zaujimavych vysledkov genetického
vySetrenia vzacnych syndromov (syndrom Noonanovej, CHARGE syndrém, Sotosov syndrém,
vrodené exostozy, pripadne dalSie). UrCenie spravnej a v€asnej diagnézy ma velky vyznam v
prenatalnej a preimplantacnej diagnostike, a taktiez prispieva k celkovej informovanosti Sirokej
odbornej ¢i laickej verejnosti.
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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

Screening karcinomu moéového méchyfie v selektovanych populacich — znovu a lépe
Scheinost O.

Nemocnice Ceské Budé&jovice, a.s.

Molekularné - geneticka diagnostika nadorll je Siroce pouzivanym zpUsobem, jak charakterizovat
nadory z hlediska konkrétni diagndzy, terapie a progndézy. V prednasce bude popsan dalSi mozny
pfistup — screening pfitomnosti nadoru. Tato problematika je demonstrovana na pfikladu karcinomu
mocového mé&chyfe. Aktualné je pfi diagnostice tohoto onemocnéni pouzivana kombinace cystoskopie
+ cytologie. Alternativou je fada novych neinvazivnich testli, popsan bude screening pomoci FISH i
moznosti definice populace, ve které takovy screening probiha.
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Ing. Jaroslav Vohanka, Ph.D.

Roche s.r.o.
Karlovo nam. 17
120 00 Praha 2

tel: +420 724 483 607
e-mail: jaroslav.vohanka@roche.com

Je NGS technologie dostateéné zrala pro rutinni testovani prediktivnich onkomarkert?
Vohanka J.

Roche s.r.o0., Praha

Technologie NGS prodélavaji dramaticky vyvoj a jejich moznosti se den ode dne zvysuji. Je ale tento
prekotny vyvoj skute¢né pouze kladem a pfidanou hodnotou pro testovani pacientd, kde vysledek
diagndzy je rozhodujicim ¢lankem pro potvrzeni protinarodorové onkologické lIé€by? Jak snadno Ize
prenést védecké metody a postupy do rutinnich laboratofi, které v sou¢asné dobé vyuzivaji CE-IVD a
FDA kompletné certifikované postupy? Ve sdéleni bude diskutovano srovnani metod, vysledkl a
citace z riznych publikaci zabyvajici se touto problematikou.
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Mgr. Jii Stika, Ph.D.

Laboratof molekularni diagnostiky, synlab genetics s.r.o.
Evropska 176/16
160 00 Praha 6

tel: +420 221 985 484
e-mail: stikaj@gmail.com

Diagnostika autosomalné recesivni polycystické choroby ledvin pomoci NGS
Stika J., Sabova J., Mazal O., Pekova S.

Laboratof molekularni diagnostiky, synlab genetics s.r.o., Praha

PfiCinou autosomalné recesivni polycystické choroby ledvin (ARPKD) jsou mutace v genu PKHD1,
ktery je lokalizovan na 6. chromozomu a tvofi jej 68 exon(. Incidence tohoto onemocnéni je zhruba
1:30 000 obyvatel. Cast déti zemie brzy po narozeni vétsinou v diisledku nedostateéné vyvinutych
plic. U pfezivSich byva nemoc vétSinou odhalena zahy po narozeni, kdy jsou patrné deformity patefe a
koncetin, napadné velké bfisko a neobvykly vzhled tvafe. Postupné dochazi k poklesu rendalnich
funkci az k uplnému ledvinnému selhani, ke kterému dochazi jiz v détském véku. Pacientim mohou
nastésti vyrazné prodlouzit Zivot dialyza a transplantace.

K vySetfeni mutacniho stavu genu PKHD1 vyuzivame NGS techniku pyrosekvenovani za pouziti
sekvenatoru GS-Junior (Roche). Pro pfipravu amplikonl vyuzivame tzv. univerzaini design s vyuzitim
nami navrzenych primeru, které pokryvaji kdédujici oblast v€etné exon/intronovych hranic.

Prozatim jsme vySetfili 10 osob. U 4 osob byla v heterozygotni konfiguraci nalezena mutace
Thr36Met, ktera byla popsana jako kauzalni pro ARPKD. U vSech 4 osob byla navic nalezena druha
mutace, kterd by se mohla podilet na fenotypovém projevu. Jednalo se o mutace: 11e2957Thr, ktera
byla popsana u pacientd s ARPKD a je rovnéz povazovana za kauzalni; Leu2128X, ktera vede k
zarazeni pfed€asného stop kodonu v exonu 39, jedna se o mutaci, jejiZ nalez nebyl (pokud je nam
znamo) dosud zaznamenan; Arg42Trp, jejiz nalez rovnéz nebyl zaznamenan a Gly112Arg, ktera
pfedstavuje velice vzacné se vyskytujici mutaci, jejiz klinicky vyznam neni jasny.

Nasi metodou je mozné spolehlivé vysSetfit mutacni stav pacientd s ARPKD v fadi nékolika dnud. Pro

dal$i objasnéni ulohy nalezenych mutaci pfi vzniku ARPKD je vzdy potfeba vySetfit dalSi Cleny
prislusnych rodin.
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MUDr. Sona Frankova

Klinika hepatogastroenterologie

Institut klinické a experimentalni mediciny
Videriska 1958/9

140 21 Praha 4

tel: +420 602 963 052
e-mail: sona.frankova@ikem.cz

Vyznam vysetieni genotypu IL28B v Ié€bé HCV infekce
Frarkova S.

Institut klinické a experimentalni mediciny, Klinika hepatogastroenterologie

V soucasnosti je celosvétové infikovano virem hepatitidy C (HCV) pfiblizné 180 miliénG osob. Virem
indukovany zanét v jatrech u nelécenych jedinct vyvolava zvolna progredujici fibrézu, u ¢asti pacientd
(aZz u 20%) proces dospéje az do stadia jaterni cirhézy, ktera se dale komplikuje chronickym jaternim
selhanim a hepatocelularnim karcinomem.

V sougasné dobé je stale v CR lé&bou prvni linie u dosud nelédenych pacientt s HCV infekci
kombinace peginterferonu a ribavirinu (PEG-IFN/RBV). Lécba vede k eradikaci HCV infekce celkové
pouze zhruba u poloviny lé¢enych nemocnych, hufe I€Citelni jsou zejména pacienti s genotypem 1,
jeho prevalence mezi HCV infikovanymi pacienty v CR je bohuzel asi 80 %. Za dosazZeni eradikace
viru se povazuje dosazeni trvale negativni virémie IéCbou, setrvalost odpovédi se hodnoti 24 tydnl po
léCbé, vyléCeni se proto nazyva ,dosazenim setrvalé virologické odpovédi (SVR)“. Genotyp viru je
dalezitym prediktorem Uspésnosti lécby, ktery zname jesté prfed zahajenim terapie. Genotyp 1
odpovida na lé¢bu PEG-IFN/RBV nedobie (42-65% SVR), pacienti s genotypem 2 a 3 dosahuji SVR
Castéji (56-100%). Sérova koncentrace HCV RNA, tj. virémie pfed lé¢bou, takovy vyznam nema3,
pacienti s nizkou virémii (HCV RNA < 600000 IU/ml) vS§ak dosahuji SVR castéji. Podil pacientd, ktefi
dosahnou SVR, klesa s pokrogilosti fibrézy v jatrech, u cirhotikll je $ance dosahnout SVR asi 10 %.

Prelomem v éfe lécby HCV infekce PEG-IFN/RBV se stal objev skupiny jednonukleotidovych
polymorfism0 (SNP) v oblasti genu pro interleukin 28B na 19. chromozomu, ktery kéduje interferon A3
(IL-28B). Genotyp nejcastéji zmiriovaného a klinicky uzivaného SNP rs 12979860 (kliniky slangové
nazyvan jen ,IL28B) je v sou€asnosti nejsilngjSim prediktivnim faktorem dosazeni SVR znamym jesté
pred IéCbou, zejména u pacientl infikovanych genotypem HCV 1. Diky schopnosti predikce SVR (69
% SVR u pacientll s CC genotypem, 27-33% u pacientl s genotypy CT a TT lééenych PEG-IFN/RBV)
se stalo vySetfeni genotypu IL-28B dUlezitym vySetfenim pfi planovani lé¢by, zejména u obtizné
I&Citelnych nemocnych (pokrodila fibréza, genotyp viru 1). Tento polymorfismus je asociovan nejen s
uspésnosti 1éCby, ale také se schopnosti spontanni eliminace viru pfi akutni infekci. Rozdily v
regionalni distribuci genotypu také vysvétlily dlouho nepochopitelnou rozdilnou odpovéd na lécbu
HCV infekce u raznych ras.
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Ing. Natalja Piskunova, CSc.
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PCR diagnostika respira¢nich infekci
Piskunova N., Trubac P.
Nemocnice Ceské Budé&jovice, a.s.

Virova onemocnéni patfi k ne€astéjSim onemocnénim respiracniho traktu zvlasté v zimnim obdobi.
Klinicky obraz mize vypadat velice rozmanité - od lehkych pFiznak( po velice vazné a Zivot ohrozujici
stavy. Pocatek jejich diagnostiky Ize datovat do 30. let dvacatého stoleti, kdy byl objeven virus chfipky.
Od té doby se spolu s popsanim dalSich respiracnich vird a jejich typd (enteroviry, adenovirus, RS
virus, virus parainfluenzy...) vyviji i diagnostické postupy pro jejich detekci. V 90. letech nastava diky
zavedeni PCR metodik dal$i pokrok v charakterizaci a prikazu téchto patogenu.

Na témér tisicovém souboru pacientl jsme provedli v sezoné 2012 / 2013 PCR vySetfeni pro virus
chfipky, u 673 pacientl bylo provedeno i PCR vysSetfeni na cely panel respiranich virl obsazenych
v soupravach RV15, popf. RV16 od firmy Seegene. Na zakladé ziskanych dat jsme se pokusili
zmapovat nasi ,respiracné virovou scénu®, koinfekce, vyskyt v jednotlivych vékovych skupinach a
korelaci naseho nalezu s jinymi laboratornimi metodami a klinickym prabéhem onemocnéni.

V tomto sdéleni jsou prezentovany vysledky detekce respira¢nich virli pomoci PCR diagnostiky a

zajimavé zachyty. Jsou zde shrnuty vyhody a nevyhody PCR, srovnani rliznych diagnostickych metod
a vhodnosti jejich pouZiti.
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Molekularné geneticka detekce virovych a bakterialnich patogent pro diagnostiku infekéni
myokarditidy

Kaspirkova J.", Solik P.?, Sedivy J.°, Sima R.*, Martinek P".

! Biopticka laboratof, s.r.o.

2 Narodny ustav srdcovych a cievnych chordb, a. s., Bratislava
® Fakultni nemocnice Plzeri

* Parazitologicky Ustav AVCR

Myokarditida je zavazné onemocnéni charakterizované zanétlivou infiltraci srdecniho svalu. Pfi€inou
muze byt expozice vnéjSim antigendm jako virlm, bakteriim, parazitdm ¢&i lékim, anebo expozice
vnitfnim antigendm, tedy autoimunni proces. Diagnostika myokarditidy je problematicka diky
heterogenité klinickych projevd. Tradi¢né vychazi z klinického obrazu, fyzikalniho a biochemického
nalezu, z EKG, ECHO a vySetfeni magnetickou rezonanci. Biopsie myokardu (EMB) je zlatym
standardem k definitivnimu prikazu diagnézy a pro ur€eni etiologie myokarditidy, nicméné je zatim
indikovana pouze zfidka. Je snaha tento trend zménit, nebot’ podle studii vysledky histologickych a
molekularné genetickych analyz mohou Iépe zacilit doposud symptomatickou I1éEbu onemocnéni. Na
souboru 15 pacienttd prezentujeme vysledky molekularné-genetické detekce deviti virovych a
bakterialnich patogent z biopsie myokardu a jejich korelaci s histologickym nalezem a klinickym
pribéhem onemocnéni.
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Mgr. Martina Sittova

GeneProof a.s.
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Detekce bakterialni rezistence molekularné-biologickymi metodami. Budeme lé&it geny?
Sittova M., Hlozek P., Dendis M.

GeneProof a.s.

Jednim z nejzavaznéjSich probléml sou€asné mediciny je vyznamny narGst rezistenci
k antimikrobialnim pfipravkim. Soucasné je neustdle zdUrazriovano rychlé nasazeni adekvatni
antibiotické 1é¢by hlavné v pfipadé Zivot-ohrozujicich septickych stavl, kdy je nutné rozhodnout o
zahdjeni terapie do jedné hodiny. Pravé tento pozadavek stavi pfed klinickou mikrobiologii problém co
nejrychlej§i a nejpfesnéjSi detekce bakterialniho plvodce, v€etné stanoveni jeho citlivosti
k antibiotik(im.

Rezistence k antimikrobialnim pfipravkiim muze byt dana geneticky. Stanoveni rezistence pomoci
metody PCR se nabizi jako jedno z moznych feSeni. Pfitomnost genu, ale je$té neznamena
fenotypovy projev a PCR nikdy nemuze nahradit flexibilitu mikrobiologickych metod.

V nasi laboratofi jsme zkoumali pouziti nové metody PCR i standardnich mikrobiologickych metod pro
detekci Sirokospektrych beta-laktamaz (ESBL). Metoda PCR detekovala vSechny mikrobiologicky
ESBL pozitivni vzorky. Dale jsme detekovali o téméf polovinu vice ESBL pozitivnich vzorkd nez
standardni kultivaéni metody. Zadné fale$né negativni vysledky nebyly zaznamenany.

Vysledky nas vedly k otazce, jakym zplsobem zarfadit detekci rezistenci molekularné biologickymi
metodami do lé€ebnych guidelines, a to nejen v pfipadé ESBL, ale i MRSA, VRE a dalSich tak,
abychom nelécili geny misto pacientl. Cilem pfednasky je zhodnoceni a moznost zafazeni PCR
detekce jako dal$i metody pro detekci bakterialnich rezistenci obzvlasté u pacientl v zivot-ohrozujicim
stavu.
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Clostridium difficile MLVA: metoda kontroly nozokomialniho pfenosu
Kritova M."?, Matéjkova J."?, Solarova M., Nekvasilova H.", Kratky J.", Ny 0."?

! Ustav Iékarské mikrobiologie, 2. Iékafska fakulta Univerzity Karlovy v Praze a FN v Motole
2 DNA laboratoi KDN, 2. lékafska fakulta Univerzity Karlovy v Praze a FN v Motole

Uvod:

C. difficile je vyznamnym nozokomialnim patogenem sou€asnosti uvadénym pfedevSim v souvislosti
s post antibiotickymi prdjmy. Incidence CDI (C. difficile infection) v poslednich deseti letech globalné
narUsta. Epidemiologicky dohled nad vyskytem v CR neni soustavné organizovan. V roce 2012 byla
laborator ULM ve FN Motole zafazena do projektu ECDIS-net (European Clostridium difficile
surveillance network) s cilem navysit celoevropskou laboratorni kapacitu diagnostiky CDI.

Metody a material:

Do studie byly zafazeny izolaty C. difficile vykultivované ze stolic pacientli se suspektni CDI na
mikrobiologickych oddélenich FN Motol a 10 externich pracovistich za rok 2012. VSechny izolaty byly
typizovany metodou PCR ribotypizace zalozenou na kapilarni elektroforéze podle SOP ECDIS-net.
Ziskané elektroforeogramy byly porovnany s Webribo databazi (1). U prevalujiciho ribotypu byla
stanovena mira genetické pfibuznosti metodou MLVA (Multi-Locus-Variable-Tandem-Repeats
Analysis). PoCet repetic byl stanoven v 7 VNTR Usecich Sangerovo sekvenovanim (2). Ze ziskanych
dat byl vygenerovan MST (minimum spanning tree) pomoci softwaru Bionumerics v5.0.

Vysledky:

PCR ribotypizaci bylo dourceno 132 izolatl C. difficile. K ribotypu 176 prisluSelo 78 (59%) vzorkd. Pro
MLVA analyzu jsme pouzili 45 kmena C. difficile ribotyp 176 pochazejicich z rliznych nemocnic.
Porovnanim 7 VNTR usekl jsme prokazali klonalni komplexy a uzkou genetickou pfibuznost kmenu
v ramci jednotlivych zafizeni.

Zaveér:

Prevalujicim ribotypem v CR je ribotyp 176. Molekularni analyza vzajemné genetické pibuznosti
kmenu s timto ribotypem potvrdila schopnost nosokomialniho pfenosu. Ribotyp 176 vykazuje zna¢nou
genetickou shodu s hypervirulentnim ribotypem 027, ktery je zodpové&dny za fadu epidemii v Evropé i
v USA (3). Vyskyt tohoto ribotypu byl zaznamenan na Uzemi CR a Polska (4). Podle zji§ténych
vysledkl se domnivame, Ze ribotyp 176 vyrazné pfispiva k vyznamnému narustu incidence CDI v CR.

Podpora:
MZ CR — RVO FN v Motole 00064203 a IGA NT/14209
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Vysetieni rezistence na antivirotika u CMV infekci
Kutova R., Pliskova L.

Fakultni nemocnice Hradec Kralové, Ustav klinické biochemie a diagnostiky — Usek molekularni
biologie

S cytomegalovirovymi  (CMV) infekcemi se vsouCasné dobé nejvice setkdvame u
imunosuprimovanych pacient po alogenni transplantaci kostni dfené. Dlouhodobé podavani virostatik
muze vyvolat vznik rezistentnich kment CMV. V lécbé tézkych CMV infekci se uplatiuji nasledujici
antivirotika — ganciclovir, valganciklovir, foscarnet, cidofovir, fomivirsen a dalSi IéCiva
s proticytomegalovirovym ucinkem se stale vyvijeji.

Na nasSem pracovisti molekularni biologie Fakultni nemocnice Hradec Kralové se zabyvame
vySetfenim rezistenci na nejCastéji uzivana CMV antivirotika — ganciklovir, foscarnet, cidofovir.
Rezistenci prokazujeme sekvenc¢ni analyzou vybranych ¢asti gentt UL 97 a UL 54 CMV genomu, kde
hledame klinicky vyznamné mutace zpUsobujici CMV rezistenci.

Otestovali jsme soubor 70 pacient(, u kterych bylo vysloveno podezieni na CMV rezistenci. Z tohoto
souboru jsme u 10 pacientl nalezli mutace v UL 97 (nejcastéji spojovana s rezistenci na ganciklovir) a
u 3 pacientl mutace v UL 54, z toho jeden pacient mél sou¢asné mutaci i v genu UL 97. V genu UL97
byly nej¢astéjsSi mutace v kodonech 595 a 460. V genu UL54 (v oblasti nt 2644-2652) jsme u 4
pacientd zjistili totoZznou inzerci kodonu AGC. Zatim nedokazeme fici, zda se jedna o Kklinicky
vyznamnou zménu.

zpusobuijici rezistenci na pfislusné antivirotikum.

19



RNDr. Pavel Hlozek

GeneProof, a.s.

Viniéni 235

615 00 Brno

tel: +420 604 618 832
e-mail: hlozek@geneproof.com

Validace a verifikace molekularné biologickych metod v analyze humanniho a extrahumanniho
genomu

Hlozek P., Sittova M., Dendis M.

GeneProof a.s.

Pfi rozSifeni jakékoliv metodiky v klinické laboratorni praxi zakonité pfichazi snaha o jeji pfesnou
validaci a charakterizaci. Existuji obory, kde metodiky a pfistupy k validaci metod jiz dosahly
pozadované standardnosti a vysledné soubory validovanych parametrl jsou stanoveny podle pfesné
danych metodik a postupd.

Typickym pfikladem kvalitni validace v oboru pfesahujicim do biologie a Iékafské praxe je soubor
standardizovanych biochemickych diagnostickych metod. V tomto oboru jsou jiZ pfesné terminologicky
ukotveny a definovany jednotlivé parametry a postupy jejich validace (viz napf. Metrologicka
terminologie v analytické laboratofi, SEKK 2003, International Vocabulary of basic and general terms
in metrology, VIM, a dalsi...).

Bohuzel je nutno Fici, Ze ze strany producentl CE IVD diagnostickych souprav v molekularni biologii je
az na vyjimky kvalita a pfedevsim jednotnost v postupech a terminologii uréujici zakladni parametry
diagnostik vice neZ nepfehledna.

NaSe laboratof se jiz nékolik let snazi zaméfit na standardizaci metod, které by byly schopny obecné
definovat alespori zakladni kvalitativni a kvantitativni parametry bézné pouzivanych molekularné
biologickych metod jiz ze strany jejich producentd.

Cilem prezentace je poukazat (teoreticky i experimentalné) na metodickou, definiéni a interpretacni
nejednotnost vyrobcl CE IVD diagnostik v ur€ovani zakladnich parametrd jako je stanoveni meze
detekce (LOD), linearniho rozsahu méfeni a meze stanovitelnosti (LOQ) a vyvolat diskusi odborné
vefejnosti, ktera by v budoucnosti mohla pfinést ujednoceni metod validace jiz na strané producentl
PCR souprav a tim klinické laboratofi vyznamné usnadnit rozhodovani pfi volbé diagnostika.
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Skusenosti s vyuzitim molekularno-biologickych metéd pri sledovani kontaminacie
potravinarskych vyrob

Kuchta T., ReSkova Z., Korenova J.

Oddelenie mikrobioldgie a molekularnej biolégie, Vyskumny Ustav potravinarsky, Bratislava

Pri sledovani mikrobiologickej hygieny v potravinarskych vyrobnych zariadeniach v SR (najma
bryndziarne a menSie prevadzky spracuvajuce maso) vyuzivame, v pripade izolacie stafylokokov
a listérii, molekularno-biologické metédy na ziskanie upresnujucich alebo doplfujicich informacii
o tychto baktériach. Takéto informacie su uzitoéné z hladiska sledovania priestorovych a ¢asovych
aspektov kontaminacie. V prvom rade pouzivame 5’-nukleazovu polymerazovu retazovu reakciu
s priebeznou fluorometriou (real-time PCR so sondami typu TagMan) na jednoznac¢né ur€enie druhov
Staphylococcus aureus a Listeria monocytogenes. Na blizSiu Specifikaciu izolatov vyuzivame
sekvenovanie viacerych Iokusov (multi-locus sequence typing, MLST) a/alebo analyzu poctu viacerych
tandemovych opakovani (multi-locus variable tandem repeat (VNTR) analysis, MLVA). V pripade
MLST sa amplifikuje 7 lékusov (arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi ayqiL), produkty sa precistia
a sekvenuju. Za efektivnejSiu vSak povazujeme metdédu MLVA, ktora je jednoduch$ia, rychlejSia
a pritom dostatoéne diskriminativna. V pripade MLVA multiplexnou PCR amplifikujeme fragmenty
5 I6kusov (clfA, clfB, spa, spp a sdr) a amplifikované produkty separujeme elektroforézou na gélovej
koldone s pouzitim pristroja QlAxcel (Qiagen, Hilden, Nemecko). V rozsiahlejSej Studii sme ziskali
256 izolatov Staph. aureus z 98 vzoriek (34 sterov z potravinarskych vyrob a 64 vzoriek potravin).
Pouzitim MLVA sme ziskali 31 typov profilov, ¢o predstavovalo pomerne vysoku diskriminaciu. Po
jednom kmeni z kazdého typu MLVA profilu sme typizovali tiez pomocou MLST, pricom sme
konstatovali porovnatefnu diskriminativnost uvedenych metéd na danom subore kmerov.
Vysokodiskriminativna poddruhova typizacia baktérii umoznila sledovat kontaminaciu vyrob
perzistentnou mikroflérou, identifikovat’ zdroje kontaminacie a regulovat sanitaciu.
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Rizika prenosu Toxoplasma gondii spojena s konzumaci masnych vyrobkt
Slany M., Lorencova A., KFiz P.

Vyzkumny Ustav veterinarniho Iékafstvi, v.v.i., Brno

Infekce zplsobena T. gondii je jednou z nejrozSifenéjSich parazitarnich zoondéz. Konzumace
nedostateéné tepelné opracovaného vepfového masa je povazovana za hlavni riziko infekce ¢lovéka.
Standardné pouzivané postupy chovatelt prasat snizily riziko jejich infekce. V posledni dobé stale
popularnéjsi ekologické zemeédélstvi muze byt rizikovym faktorem, nebot’ prasata nejsou oddéleny od
vnéjdiho prostiedi, coZ zvySuje riziko zavle€eni patogenu do chovu. Pfispévek pfinasi nejnovéjsi
poznatky vyskytu T. gondii v konvenénich a ekologickych chovech prasat v Ceské Republice a také
budou diskutovany mozné dusledky pro bezpec€nost potravin.
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Mikrobialni slozeni a detekce vybranych patogent v rliznych ¢astech cisticky odpadnich vod
pomoci pyrosekvenovani a real time PCR

Kaevska M., Videriska P., VaSickova P.

Vyzkumny Ustav veterinarniho Iékafstvi, v.v.i., Brno

V souCasné dobé existuje vice technologii c&isténi odpadnich vod. VétSina je zaloZzena na
mechanickych, biochemickych a chemickych procesech. B&hem mechanického C¢&isténi dochazi
k odstranéni hrubych necistot. Potom nasleduje Cisténi pomoci biochemickych proces(i, za pomoci
mikroorganizmd obsazenych v tzv. aktivovaném kalu. Aktivovany kal odstrani znaéné mnozZstvi
organického znecisténi i sloucenin dusiku a fosforu. Sledovani bezpecnosti odpadnich vod je dulezité
pro opétovné pouziti vody a moznou cirkulaci lidskych nebo zvifecich patogenu ve vnéjSim prostredi.

V na$i studii jsme pouzili vzorky z &istirny odpadnich vod v Brné. Bylo vzorkovano vstupni a vystupni
misto béhem 24 hodin. Dale byly jednorazové odebrany vzorky vSech aktivacnich nadrzi a také vzorek
vratného kalu. Izolované nukleové kyseliny byly pouzity jak na detekce vybranych patogent pomoci
real time PCR, tak i do PCR reakce na amplifikace genu pro bakterialni 16S rRNA univerzalnimi
primery. Amplikony byly nasledné sekvenovany za pouziti platformy 454 od firmy Roche.

Vysledky byly analyzovany pomoci programu Qiime. Ziskali jsme cca 33000 sekvenci s dostate¢nou
kvalitou a velikosti. Vzorek ze vstupni vody obsahoval Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
Fusobacteria. Vzorky z riznych aktivaénich nadrzi a vratny kal mély podobné bakterialni slozeni.
NejcastéjSi zastoupené byly Proteobacteria, Bacteroidetes, dale Chlorobi a Nitrospirae. Voda
opoustéjici Cistirny méla podobny obsah, avSak zvlastni bylo zvySené mnozstvi kmenu Actinobacteria.
Ve vypustni vodé jsme detekovali rizné zastupce druhu Mycobacterium avium v mnozstvi kolem 10°
bunék/ml vody a také zastupce Norovirus ze skupiny 1 a 2.

Pyrosekvenovani umoznuje komplexni pfehled bakterialnich druh( pfitomnych v odpadnich vodach
pred, béhem a po jejim biologickém ¢isténi, zatimco pomoci real time PCR jsme schopni rGzné
patogenni druhy kvantifikovat.

Tato prace byla provedena s podporou grantli Ministerstva zemédélstvi CR (vyzkumny zamér

MZE0002716202) a Ministerstva $kolstvi, mladeze a t&lovychovy CR (projekt AdmireVet &.
CZ1.05/2.1.00/01.0006-ED0O006/01/01).
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Detekce a geneticka analyza rotaviri skupiny C u prasat v Ceské republice a jejich mozny
zoonoticky potencial

Moutelikova R., Dufkova L., Prodélalova J.

Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, v.v.i., Brno

Rotaviry jsou neobalené viry z Celedi Reoviridae s pomérné sloZitou morfologii. Kompletni virion je
tvofen jadrem s 11 segmenty dsRNA a ostfe ohrani€enou trojvrstevnou kapsidou s typickou
strukturou. Rod Rotavirus zahrnuje nejméné 7 skupin (A-G) rozliSovanych podle hlavniho skupinového
antigenu, kterym je vnitfni kapsidovy protein VP6. Jediné rotavirové skupiny, které jsou schopné
zpusobit prdjmové onemocnéni u lidi, jsou skupiny A, B a C (RVA, RVB, RVC), které byly také
prokazany u ruznych druhl domacich zvifat a dridbeze. RVA jsou povazovany celosvétové za
nejdllezitéjSiho puvodce tézkych gastroenteritid u malych déti; kazdorocné jsou pfi€inou vice nez
400 000 umrti u déti mladsich 5 let.

RVC byly poprvé detekovany v roce 1982 v USA u selat s pfiznaky prijmového onemocnéni, o dva
roky pozdé&ji byly prokazany jako pfi€ina gastroenteritidy u pacienta v Australii. Porcinni RVC jsou
v prasecich chovech bézné rozsifeny ve vSech vékovych kategoriich, prevalence protilatek proti RVC
u prasat stoupa s vékem, u dospélych kust dosahuje az 97%. Na mozny zoonoticky pfenos RVC
ukazovaly nalezy zvySené hladiny protilatek proti RVC u obyvatel venkova (studie provadéna v Anglii
a Walesu). Geneticka analyza kmenu cirkulujicich mezi détskymi pacienty v Brazilii prokazala
pritomnost prasecich kmenu, ¢imz byl zoonoticky potencial RVC potvrzen.

Vzhledem k odliSnym imunologickym vlastnostem jednotlivych rotavirovych skupin neni mozné tzv.
non-A skupiny rotavira detekovat béznymi diagnostickymi soupravami zaméfenymi na priikaz RVA
antigenu metodou ELISA, imunochromatograficky Ci latexovou aglutinaci. Pro pfesné vyhodnoceni
prevalence téchto rotavirovych skupin a jejich podilu na celkovém mnozstvi gastroenteralnich
onemocnéni je proto nutné pouzit molekularné biologické metody, jako je reverzni transkripce a
nasledna nested-PCR (RT-nPCR) ¢i PCR v realném ¢ase (RT-qPCR).

V nasi praci zaméfené na RVC jsme zjistovali epizootiologickou situaci v chovech prasat v Ceské
republice. Detekce rotavird skupiny C byla provadéna ze vzorkd trusu (plemenni kanci, prasnice,
selata ve véku 0-12 tydn() a ze stfevniho obsahu (jate¢na prasata). RT-nPCR byla provedena za
pouziti primert specifickych pro gen koédujici skupinovy protein VP6. Ze souboru 293 vySetfenych
vzorkl bylo u 25,6% zjiSténa pfitomnost specifické RNA. Pro vyhodnoceni genetické heterogenity a
mozné pribuznosti s lidskymi kmeny byla zjiSténa sekvence témér celého segmentu kddujiciho jednak
VP6 a dale dvou segmentd koédujicich strukturni proteiny VP4 a VP7, které vyvolavaji tvorbu
neutraliza¢nich protilatek. Tyto sekvence byly srovnany mezi sebou a dale s jinymi VP4, VP6 a VP7
sekvencemi porcinnich, bovinnich a lidskych kmend RVC, které jsou dostupné v databazi GenBank.

Tato prace byla provedena s podporou grantu Ministerstva zemédélstvi CR (QH81061) a Ministerstva
Skolstvi, mladeZe a télovychovy CR (projekt AdmireVet ¢. CZ1.05/2.1.00/01.0006-ED0006/01/01).

24



Mgr. Magdalena Dvofrakova POSTER 1

Laboratofe AGEL a.s.

Laborator Iékarské genetiky — usek molekularni biologie
Revoluéni €. 2214/35

741 01 Novy Ji¢in

tel: +420 556 416 231
e-mail: magdalena.dvorakova@lag.agel.cz

Analyza velkych deleci a duplikaci genu FBN1 u pacientt s Marfanovym syndromem
Dvorakova M. 2, Cibulkova P. 2, Kienkova R. "2, Indrakova J. "2, Richterova R. '?

' Laboratof lékaiské genetiky — usek molekularni biologie, Laboratofre AGEL, a.s.
2\/zdélavaci a vyzkumny institut AGEL, o.p.s. — pobocka Novy Ji¢in, Laboratofe AGEL, a.s.

Marfantv syndrom (MFS) je dédicné autozomalné dominantni onemocnéni pojivové tkané s incidenci
1:5-10 000. Prfiblizné u 25% pacientd se MFS vyskytuje v disledku de novo mutace. Klinicky se
vyznacuje velkou variabilitou. Mezi hlavni pfiznaky patfi poruchy kardiovaskularniho systému —
predevsim dilatace a disekce vzestupné aorty, o€niho systému — ectopia lentis a kostniho systému —
pectus carinatum nebo excavatum, arachnodaktylie a dalsi. Klinicka diagnostika se fidi Ghentskymi
kritérii.

PfiCinou onemocnéni jsou mutace vgenu FBN1 (15q15-g21.1). Produktem tohoto genu je
extracelularni glykoprotein fibrillin-1, ktery je soucasti elastickych i non-elastickych mikrofibril
pojivovych tkani. DalSimi geny, které jsou asociovany s MFS jsou TGFBR2 (3p22)a TGFBR1 (9922).

DNA byla izolovana z periferni krve. Nasledna MLPA analyza (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) byla provedena kity Marfan syndrom-1 a Marfan syndrom-2 (MRC-Holland). Pro
vyhodnoceni byl pouZit software Coffalyser.net (MRC-Holland). V pfipadé pozitivhiho zachytu bylo
Sangerovym sekvenovanim ovéieno, Ze se nejedna o sekvenéni zménu v misté sondy.

U dvou pacientt, ktefi splfiuji revidovana Ghentska kritéria byla zjiSténa velka delece genu FBNL.
V prvnim pfipadé se jedna o deleci exonu 10 a ve druhém o deleci exonl 7 az 66.

Tyto delece nejsou uvedeny v databazich mutaci a nebyly popsany v odborné literatufe. Vzhledem
k jejich rozsahu pfedpokladame, Ze se jedna o kauzalni mutace.

25



RNDr. Olga Hruskova-Heidingsfeldova, CSc. POSTER 2

Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka Ustav organické chemie a biochemie AV CR
Katedra biologickych a biochemickych véd Flemingovo nam. 2

Studentska 573, 532 10 Pardubice 166 10 Praha 6

tel: +420 466 037 779

e-mail: olga.hruskova@upce.cz

Analyza mobilnich genetickych elementl jako pomiicka pri identifikaci patogenni kvasinky
Candida parapsilosis

Hruskova-Heidingsfeldova O.

Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko-technologicka, Katedra biologickych a biochemickych véd

Kvasinka Candida parapsilosis je vyznamny oportunisticky patogen. Genetické rozdily mezi klinickymi
izolaty C. parapsilosis vedly k rozdéleni tohoto druhu do tfi podskupin (C. parapsilosis |, Il a lll). V roce
2005 byly skupiny Il a lll definovany jako nové biologické druhy s ndzvy Candida orthopsilosis a
Candida metapsilosis1. U pacientd se nejCastéji vyskytuje C. parapsilosis sensu stricto. C.
orthopsilosis a C. metapsilosis dohromady pfedstavuji zhruba 10 % klinickych izolatd. Tyto tfi druhy,
oznaCované nékdy jako ,psilosis komplex® nelze rozlisit rutinnimi biochemickymi testy (napf. API).
Spravna identifikace je vSak dilezita, protoze jednotlivé druhy se mezi sebou liSi schopnosti naruSovat
epitel a citlivosti vici antimykotikiim.

Pavodni protokol pro rozli§eni uvedenych druh( je zaloZzen na RAPD analyze a na amplifikaci Useku
nékolika gen(, které poskytuji rzné dlouhé PCR produkty pro jednotlivé druhy. | kdyZ byly mozZnosti
rozliseni druht v ramci ,psilosis komplexu® postupné rozsifeny, potfeba dalSich identifikaénich
protokolt trva, mimo jiné kvuli pfedpokladané vnitrodruhové variabilité C. orthopsilosis a C.
metapsilosis.

Na zacatku této prace stala otazka, nakolik Ize k rozliSeni druh(l v ramci ,psilosis komplexu® pouzit
(retro)transpozony, jejichz analyza by mohla také pfispét k lepSimu pochopeni evoluce od C.
orthopsilosis jsou vefejné dostupné, ale jen ¢astecné anotované. Genom C. metapsilosis zatim neni k
dispozici. Proto byly nejprve vybrany sekvence mobilnich genetickych elementl z dobfe anotovaného
genomu kvasinky Candida albicans a pouzity k in silico hledani homologickych sekvenci v genomu C.
parapsilosis. Takto byl nalezen transpozon CpFot1 a retrotranspozon CpZorro3.

Experimentalni ovéfeni pfitomnosti téchto elementli bylo provedeno v Klinickych izolatech C.
parapsilosis (n=5), C. orthopsilosis (n=6) a C. metapsilosis (n=8) pomoci Southern bloti. Oba
elementy byly pfitomny ve v8ech studovanych izolatech C. parapsilosis, ne v8ak v C. orthopsilosis a
C. metapsilosis. Sekvence genu pro reverzni transkriptazu CpZorro3 a pro transpozazu CpFot1 byly
identické ve tfech kmenech z péti studovanych. Ve zbyvajicich dvou bylo nalezeno po jedné mutaci.
To je v souladu s hypotézou, ze C. parapsilosis je ze vSech tfi druh(l nejmlad$i a vnitrodruhova
variabilita je u ni tudiz nejmensi. Na zakladé ziskanych Udaji byly optimalizovany primery, pomoci
kterych Ize amplifikovat kratké useky z CpFot1 a CpZorro3, pfi¢emz produkt poskytnou jen izolaty C.
parapsilosis, nikoli C. orthopsilosis a C. metapsilosis. Jedna PCR reakce tedy pomuze upfesnit
identifikaci C. parapsilosis u klinickych izolatd, které rutinni biochemické testy zafadily do ,psilosis
komplexu®.

1. Tavanti et al. (2005) J. Clin. Microbiol. 43, 284-292
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KAZUISTIKA: Detekce somatickych mutaci v cirkulujici volné DNA (cfDNA) ve vztahu k 1éébé
onkologickych pacientt.

Tavandzis S.', Boday A.", Krhutova V.", Vanitkova P.!, Hodslavska V.", Horka K.", Donocikova B.,
Banik M.%, Kudélka L.?, Galiova D.2, Marian&ikova P.2, Gruna J.>, Wendrinski A.>
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2 Laboratof patologie, Vzdélavaci a vyzkumny institut AGEL, o.p.s. — poboc&ka Novy Ji¢in, Laboratofe
AGEL, a.s.

® Komplexni onkologické centrum Novy Ji&in, Oddéleni radioterapie a onkologie

V tomto sdéleni demonstrujeme na tfech klinickych pfipadech (pacientka s karcinomem prsu a 2
pacienti s karcinomem kolorekta - CRC) moznost vyuziti analyzy somatickych mutaci v séru ke
sledovani progrese onemocnéni.

U pacientky se sporadickou formou nadoru prsu jsme méli k dispozici biopsii primarniho nadoru,
vzorek tkané po ablaci, které pfedchazela neoadjuvantni terapii, séra pred operaci a po operaci. U
dvou pacientd s CRC jsme meéli k dispozici primarni nadorovou tkar, séra odebirana pravidelné po
operaci a u jednoho pacienta také metastatickou tkan.

Pro analyzu byla pouzita DNA izolovana z nadorové tkané (QuickGene DNA tissue kit S (Kurabo)) a
ze séra pacientl (FitAmp Plasma/Serum DNA Isolation Kit — Epigentek). Detekce mutaci v genech
KRAS (kodony 12, 13, 61), PIK3CA (p.E542K,p.E545K, p.E545G, p.H1047R, p.H1047L) nebo BRAF
(p.V600E) byla provedena metodami real-time PCR a shifted termination assay — STA (Trimgen) na
pristrojich LightCycler 11/480 (ROCHE) a ABI3130.

U vSech pacientl byla v primarni nadorové tkani detekovana mutace genu KRAS, pfitomnost mutaci v
ostatnich genech nebyla zjiSténa. Zachyty v genu KRAS byly detekovany také v sérech jednotlivych
pacientd, u kterych byl zaroven sledovan priibéh 1é¢by a jejich klinicky stav.

V této praci dale diskutujeme vyhody a uskali vyuziti molekularnich metod v prognostice a predikci
Ié€by onkologickych pacientd.
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Genetické a epigenetické zmény a jejich vliv na prognostiku a predikci 1ééby kolorektalniho
karcinomu

Boday A.', Krhutova V.", Tavandzis S.", Horka K., Dvorakova H.', Vanitkova P.', Ryskova J.2,
Janeckova A.2, Némecek M.%, Kaspergik 1.
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Uvod:

Vznik kolorektalniho karcinomu (CRC) je vicekrokovy proces. Zahrnuje fadu rdznych molekularnich
udalosti, které zpusobuji postupnou pfeménu epitelu na karcinom se tfemi pomérné dobfe
definovanymi cesty. Onemocnéni Ize rozdélit do nékolika molekularnich subtypt s odliSnou biologii.
Tyto subtypy se vyznaluji vice €i méné specifickymi morfologickymi a histologickymi vlastnosti s
riznymi reakcemi na terapii .

Cil prace:

Cilem této prace byla geneticka a epigeneticka charakterizace CRC ve skupiné 267 pacientd. DNA
byla izolovana z mrazenych nadorovych a normalnich tkéni. Mikrosatelitova instabilita (MSI) a ztrata
heterozygozity (LOH) byly studovany v lokusech D2S123 , D5S346, D5S299, D17S250, D18S35,
BAT25 , BAT26 a BAT40. Cilena analyza mutaci byla zaméfena na geny K-ras (kodony 12, 13 a 61),
BRAF (V600E mutace) a PIK3CA (E542K, E545K, E545G, H1047R a H1047L mutace). Hledani
mutaci bylo provedeno v genech APC (exon 15) a TP53 (exony 5-9). Metyla¢ni status byl analyzovan
v promotorech genu MLH1, APC, CDKN2A, TP53, MGMT a v lokusech MINT1, MINT2, MINT17,
MINT31.

Vysledky:

MSI byla nalezena ve 28 karcinomech z 267 (10,5%) a LOH v jednotlivych genech byla stanovena s
frekvenci u APC 11,6%, hMSH2 3,4%, BRCAL 3,4%, DCC 4,1%, c-Kit 1% a HSD3B1 0,8%.

V analyzovaném souboru CRC pacientt byla detekovana frekvence K-ras mutaci 38,5%, BRAF
mutace 6,8% a PIK3CA mutaci 7,2%.

Kauzalni mutace byly zjistény v 39% pfipadld v APC genu a 12% v genu TP53.

Hypermetylace tumorsupresort byla prokazana v genech APC (37,2 %), hMLH1 (18,5%), TP53 (11,8
%), CDKN2A (15,7 %), MGMT (31,5%) a v lokusech MINT1 (27.1%), MINT2 (42.9%), MINT17 (8,9%),
MINT31 (17,8%).

Diskuze a zavér

V této studii prfedkladame a polemizujeme o mozZnosti zafazeni jednotlivych pfipadd CRC do
molekularnich subtypl v kontextu patologickych, histologickych a imunohistochemickych vysledkd a
diskutujeme vyuzitelnost molekularné genetickych vysledkd v prognostice onemocnéni a v predikci
[é€by. Vysledky se shoduji s publikovanymi udaji a potvrzuji, Ze celkova akumulace zmén, spiSe nez
sled udalosti ur€uje biologickou povahu a progresi kolorektalniho karcinomu. Akoli naSe znalosti o
vzniku CRC nejsou daleko uplné, pouZzitelnost molekularni genetiky je nepostradatelna v onkologické
praxi.

Prace byla podporovana grantem Interni grantové agentury spolecnosti Agel a.s.: ,Studium
genetickych a epigenetickych zmén u sporadickych forem kolorektalniho karcinomu®
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Vyhody a nevyhody Sirokospektré identifikace bakterii pomoci sekvenace genu pro 16S rRNA
Slany M.

Vyzkumny Ustav veterinarniho Iékafstvi, v.v.i., Brno

Klasicka diagnostika bakteridlnich infekci je zaloZzena na pfimém mikroskopickém vySetfeni a kultivaci.
V dnesdni dobé jsou k dispozici také molekularni nastroje umozriujici rychlejsi a pfesnéjSi diagnostiku
bakterialnich infekci. Tyto metody umozhuji detekci bakterii pfimo v klinickych materialech, ackoli
primarné jsou stale pouzivany kultivaéni pfistupy. Pro u€ely pfesné a rychlé identifikace bakterii je
nejéastéji pouzivana sekvencni analyza vybranych cilovych genl (napf. 16S rRNA, rpoB, hsp60),
kterd ma nékolik technickych omezeni. Tento pfispévek si klade za cil shrnout dostupné algoritmy,
vyuzivajici sekvencéni analyzu genu pro 16S rRNA, pouzivané pro detekci bakterii a také pfiblizit
technické problémy a omezeni spojené s pouzitim této metody.
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Priprava kontrolnich armored RNA virus-like €astic a jejich vyuziti v detekci RNA virt
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Uvod: RNA viry jsou plivodci mnoha zavaznych infekénich onemocnéni postihujicich lidi a zvitata
napf. chfipka, hepatitida (HAV, HCV, HEV), slintavka a kulhavka, klistova encefalitida atd. K detekci a
kvantifikaci RNA virll se vyuziva reverzné transkrip¢ni real-time PCR (qRT-PCR). Analyza RNA viru je
reverzni transkripce pfed samotnou PCR. Pfekazku rutinni analyze RNA vird pomoci gRT-PCR
predstavuje zejména nedostatek spolehlivych RNA pozitivnich standardd, které by umoznily kontrolu
vSech krokl analyzy virové RNA. Cilem této studie proto byla pfiprava armored RNA virus-like (aRNA)
gastic s vyuzitim baliciho systému bakteriofaga MS2. Castice aRNA obsahuji definovanou kontrolni
RNA zabalenou do fagovych hlaviCek, které ji chrani pfed degradaci RNazami.

Metodika: Castice aRNA byly pfipraveny s vyuzitim bioinformatické analyzy sekvenci, klonovani a
sekvenovani specifickych restrikénich fragmentd a PCR amplikonli, western blot analyzy,
ultrasonifikace a elektronové mikroskopie.

Vysledky: S vyuzZitim vySe zminénych metod byly pfipraveny aRNA &astice nesouci ndmi navrzenou,
specifickou sekvenci kontrolni RNA. Byla ovéfena jejich schopnost odolavat plsobeni RNaz.
Pfipravené aRNA c¢astice byly uspésné vyuzity jako kontrolni Castice v qRT-PCR pro detekci a
kvantifikaci RNA vir(. Tyto ¢astice nejsou infekéni a nemaji schopnost se replikovat a kontaminovat
tak laboratorni prostfedi. Ve srovnani s €istou RNA je stabilita aRNA &astic mnohem vy35i a mohou
tak byt uchovavany v riznych podminkach po dlouhou dobu bez rizika degradace. aRNA ¢astice také
napodobuji analyzované RNA viry, ¢imz dale zvysuji specifitu analyzy.

Tato prace byla podpofena granty: NT13884-4/2012 a AdmireVet CZ1.05/2.1.00/01.0006-
EDO0006/01/01.
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PCR s vyuzitim interkalaénich barviv pro rozliSeni zivych a mrtvych bunék arkobaktertd
v biofilmu

Hruskova L."?, Motkova P.2, Vytrasova J.2
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Rod Arcobacter jsou gram-negativni zakfivené bakterie, nesporulujici, pohyblivé a uzce pfibuzné
kampylobakterdm. Tyto bakterie rostou za mikroaerobnich podminek a teploté 15 °C az
37 °C. Mohou vSak rust i v aerobnim prostfedi a nékteré kmeny i pfi 42 °C. Vyskytuji se ve vSech
typech vod, potravinach zZivocisného puvodu ¢i plodech more.

Arkobaktery mohou tvofit mikrobialni biofilm, coz je organizovany systém bunék rostoucich na riiznych
povrsich, jako jsou plasty, sklo, kovy a dfevo vystavené vodnimu prostfedi. Mikroby tvofi biofilm z fady
dbvodu, mezi které patfi snadna vyména genetického materidlu mezi mikroorganismy
a prenos zZivin, které jsou ve vodné fazi mnohem lépe dostupné. Biofilm zabraruje pfistupu biocidd,
a protoze je z velké d&asti tvofen vodou, brani bunétnému vysychani. Pokud se vyskytuje
v potravinafskych zavodech, muze pfi vyrobé ¢i baleni potravin dochazet k uvolhovani bunék biofilmu
a tim ke kontaminaci produktu. Pokud se jedna o biofilm tvofeny patogennim mikroorganismem, maze
nejen u personalu, ale i u spotfebitele, ktery s biofilmem pfiSel do kontaktu, vyvolat rizna onemocnéni.
Mezi tato onemocnéni patfi napfiklad listeridzy, kampylobakteridzy, koZni zanéty, pneumonie,
meningitidy a mnoho dalSich. Biofilm muize vyraznym zpUsobem znehodnotit i materialy se kterymi
pfichazi do kontaktu.

Mikroorganismy vazané k povrchu, ktery je ve styku s potravinami, pfedstavuji potencialni nebezpedi,
proto je dllezité tyto mikroby detekovat. V dnesni dobé jsou Siroce vyuzivany metody molekularné-
biologické zalozené na PCR. Tyto metody maji celou fadu vyhod, ale samoziejmé i jisté nevyhody.
V potravinach i v zivotnim prostfedi se vyskytuji jednotlivé druhy bakterii v malém zastoupeni. Dale
mohou vzorky obsahovat inhibitory PCR, které mohou mit za nasledek falesné negativni vysledky, coz
vyzaduje zavedeni dodate¢nych purifikacnich postupd. Pomoci téchto metod Ize s vyuzitim
interkalaCnich barviv stanovit i Zivotaschopnost bunék, napfiklad pravé v bakterialnim biofilmu. EMA
(ethidium monoazid) a PMA (propidium monoazid) jsou interkalacni barviva, ktera maji schopnost
proniknout do mrtvych bunék a kovalentné se vazat na DNA, ¢imz snizuji PCR signal pochazejici
z mrtvych bunék a naopak signal z bunék zivych je zesilen. V kombinaci s kvantitativni PCR Ize takto
sledovat napfiklad uUCinnost desinfekénich prostfedkld aj. Kvantitativni PCR je jedna z nejvice
vyuzivanych metod pro pfimou detekci a kvantifikaci patogenu v potravinach, zZivotnim prostfedi a
klinickych vzorcich.

Vyhodami téchto metod jsou rychlost, specificnost a pfesnost, naopak velkou pfekazkou pro metody
zalozené na detekci DNA je stabilita nukleové kyseliny i po smrti buriky, a to nékolik dnl az tydn(.

Tato prace je zaméfena na detekci Zivotaschopnych bunék v bakteridlnim biofilmu metodou
EMA/PMA-PCR u zastupcl rodu Arcobacter.
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Mycoplasma hominis a Ureaplasma urealyticum u pacientek v priibéhu asistované reprodukce

Kukla R.", Slehova E.", Bostikova V.2, Hampl R.%, Novotna $.%, Sleha R."?, Salavec M.*, Stépan J.2,
Mazurova J.2

'Katedra biologickych a biochemickych véd, Fakulta chemicko-technologicka, Univerzita Pardubice
’Katedra epidemiologie, Fakulta vojenského-zdravotnictvi, Univerzita obrany Hradec Kralové
*Centrum asistované reprodukce SANUS, Pardubice

*Klinika a katedra nemoci koZnich a pohlavnich FN a LFUK, Hradec Kralové

Mycoplasma (M.) hominis a Ureaplasma (U.) urealyticum jsou vyznamné patogenni bakterie, jejichz
vyskyt je spojovan s patologickymi procesy, které mohou vyustit v urogenitalni infekce muzl i Zen.
Zmifovan je i negativni vliv uvedenych agens na lidskou reprodukci, ktery je v sou¢asné dobé
pfedmétem studia fady pracovist zaméfenych na tuto problematiku.

V nasi studii jsme sledovali vyskyt M. hominis a U. urealyticum v genitalnim Ustroji Zen, IéCenych
v Centru asistované reprodukce SANUS v Pardubicich. Laboratorni prikaz jsme provadéli ze stér(
z kréku délozniho metodou Real-time SybrGreen PCR s primery specifickymi pro uvedené druhy.
Vysledky jsme sou€asné porovnavali s kultivanim vySetfenim.

Celkové jsme vySetfili 91 cervikalnich stérd. M. hominis jsme prokazali u 6 (6,6 %) pacientek, zatimco
U. urealyticum jsme detekovali ve 34 (37,4 %) vzorcich. Ve 3 (3,3 %) pfipadech jsme zaznamenali
souCasny vyskyt M. hominis a U. urealyticum. Vysledky nasi prace ukazuji na vysSSi vyskyt
ureaplazmat v genitalnim ustroji Zen v asistované reprodukci.

Prace byla realizovana za podpory grantll SGFChT/2013.
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Vyuziti molekularné biologickych metod v diagnostice virovych chorob véel
Prodélalova J.", Titéra D.?

1Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, v.v.i., Brno
%\lyzkumny Ustav v&elafsky, s.r.o., Dol

V¢ela medonosna (Apis mellifera) patfi mezi vyznamné opylovace kulturnich i volné rostoucich rostlin
a spolu s dal§imi opylovaci vyznamné pfispiva k produkci potravin rostlinného plivodu a v neposledni
fadé také k udrzeni biodiverzity. V sou€asnosti je popsana fada paraziti a patogenu (viry, bakterie,
mikrosporidie, rozto€i), ktefi negativné ovliviiuji vCelstva, zejména oslabenim pocetnosti kolonii,
v extrémnim pfipadé kolapsem vcelstev. To vede nasledné k zavaznym ekonomickym ztratam. Cilem
prezentace je piehledné popsat nejvyznamnéjSi virové patogeny véel a moznosti jejich
diagnostiky zalozené na detekci virového genomu.

Virové infekce v€el jsou intenzivné studovany zejména v poslednich patnacti letech. Viry véely
medonosné jsou vSeobecné rozSifeny a nejCastéji se vyskytuji ve formé inaparentni infekce. U vcel
bez klinickych pfiznakl jsou velmi ¢asto detekovany smésné virové infekce. K aktivaci virové infekce a
nasledné vzniku klinickych pfiznakd vede zejména vliv negativnich faktor( vnéjSiho prostiedi a
pritomnost parazitd. Od roku 1963, kdy byly poprvé izolovany viry akutni a chronické paralyzy vcel,
byly u evropskych vcel identifikovany a popsany dvé desitky vird. Vyzkum vcelich vir( je vSak
komplikovan zejména chybéjicimi buné&nymi liniemi, na kterych by bylo mozné v¢eli viry pomnoZovat.
Vzhledem k tomu, Ze kromé& dvou vyjimek se jedna o viry s pozitivni jednofetézcovou RNA (+ssRNA),
je u v€elich virG, podobné jako u ostatnich RNA virl, popsana zna¢na mira proménlivosti, ktera je
dana vysokou Cetnosti mutaci v jejich genomu. To ztézuje jak jejich diagnostiku, tak i klasifikaci.
Prevazujici vétSina vcelich vird je fazena do Celedi Dicistroviridae a Iflaviridae. Obé uvedené Celedé
na zakladé spolecnych vlastnosti tvofi spolu s mnoha dal§imi viry patogennimi pro ¢lovéka, zivogichy
a rostliny fad Picornavirales. Ve véelstvech v Ceské republice byly doposud popsany nasledujici viry
vCel: Deformed wing virus (DWV), Acute bee paralysis virus (ABPV), Sacbrood virus (SBV), Chronic
bee paralysis virus (CBPV) a Black queen cell virus (BQCV)®. Epidemiologické studie prokazaly
celosvétovy vyskyt virG véel. K nepfiznivé epidemiologické situaci pfispiva také intenzivni transport
véel a rozSifeni hematofagniho rozto¢e Varroa destructor, ktery je vektorem véelich virQ.

V diagnostice virovych chorob v&el byly tradi€né pouzivany metody elektronové mikroskopie a
zejména rychla a relativné levna metoda imunodifuze v agarovém gelu, ktera je ovSem limitovana
dostupnosti antisér. V sou€asné dobé je nejCastéji pouzivanou diagnostickou metodou reverzné-
transkripCni polymerazova fetézova reakce (RT-PCR). PfestoZze ma tato metoda mnoha omezeni,
predstavuje spolu se sekvenacni analyzou virového genomu, ale také tradi¢nimi diagnostickymi
metodami vyznamny nastroj pro studium virQ véel.

Tato prace byla finanéné podporovana projektem MSMT AdmireVet &. CZ1.05/2.1.00/01.0006-
EDO0006/01/01).

Literatura:

°Ryba, S., Titera, D., Schodelbauerova-Traxmandlova, |., Kindimann, P. 2012. Prevalence of
honeybee viruses in the Czech Republic and coinfections with other honeybee disease. Biologia,
Section Zoology. 67:590-595.
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QF-PCR A DETEKCE MOZAIK V PRENATALNI DIAGNOSTICE
Cejnova V., Harmas V., Wilimska M., Stara M., Soukupova M., Lastiivkova J.

Oddéleni Iékafské genetiky, Masarykova nemocnice v Usti nad Labem, o.z.

Trizomie chromozomd 13, 18, 21 a aneuploidie chromozom( X a Y jsou zodpovédné za 95%
chromozomalné podminénych vrozenych vyvojovych vad. QF-PCR (kvantitativni fluorescenéni
polymerazova fetézova reakce) pfedstavuje metodu vhodnou k rychlé a spolehlivé diagnostice téchto
nejcastéjSich chromozomalnich aneuploidii z mikrokvant fetalnich bunék bez nutnosti jejich kultivace.
Metoda je zaloZena na principu kvantitativni PCR a na typizaci chromozomu tzv. STR (short tandem
repeats) markery. Tyto sekvence DNA jsou znaceny fluorescencné a jsou prezentovany polymorfismy
sekvenci mikrosatelitni DNA. STR markery jsou rovhomérné rozprostfeny po vSech chromozomech,
jejich kombinace je unikatni pro kazdého jedince a dédi se z rodi€u na potomky.

Spolehlivost metody QF-PCR pro detekci mozaik je stale diskutabilni. Dle literatury |ze pomoci QF-
PCR identifikovat mozaicismus od urovné 15% a vySsi, pfi€emz schopnost této metody zachytit
mozaikové zastoupeni dvou €i vice buné&cnych linii ve vzorku, nezavisi jen na stupni mozaiky, ale také
na zu&astnénych chromozomech. Autofi prezentuji tfi pfipady prenatélniho zachytu mozaicismu
s vyuzitim molekularni metody QF-PCR. V jednom pfipadé se jedna o mozaikovou formu autozomalni
trizomie a u dvou pfipadd o detekci gonozomalni mozaiky. Ve vSech tfech pfipadech byl nalez z QF-
PCR ovéfen chromozomalnim vySetfenim a stuperi mozaiky byl popfipadé upfesnén pomoci
molekularné cytogenetické metody FISH (fluorescencni in situ hybridizace).

34



Roche Diagnostics je prednim svétovym vyrobcem diagnostickych systéma
a poskytovatelem zdravotnickych informaci. Jsme zaméfeni na vyzkum, vyvoj,
marketing a servis produktl a feSeni nejenom pro laboratofe, I€kafe a pacienty, ale
také pro vyzkum a priimysi.

Roche, s.r.o. C(O)ba!';e
D|ag nosticka divize Life needs answers

Karlovo namésti 17
120 00 Praha 2 http://www.roche-diagnostics.cz

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

cobas’ | Do =
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Gen e‘ r o O Vyzkum, vyvoj a vyroba CE IVD certifikovanych

Molecular diagnostics for your routine PCR souprav pro rutinni laboratorni diagnostiku

humbnnd ’
mikrobiologicRA M
diagnostika ,

md—]:oiwt PCR

izolace
DNA 0 RNA

\}

O NASICH PRODUKTECH
VIME V&E

JSME CESKY VYROBCE S DLOUHOLETOU TRADICI

Garantujeme kontrolu nad celym procesem vyvoje, vyroby a distribuce viech nabizenych
CeneProof souprav

- nd3 tym odbornik( ma mnohaleté zkusenosti s PCR - dosahujeme vynikajicich vysledkd v panelech

- garantujeme nadstandardni zakaznicky servis externiho hodnocent kvality QCMD, INSTAND eV, SZU
a expresni dodavky - prabéiné inovujeme produkty na zakladé nejnovéjsich

- zajistujeme interni kontrolu kvality dle mezingrodnich poznatkd molekularni biologie a poZadavkd zakaznikd
standard

GeneProof a.s.

Videriska 119, CZ-619 00 Brno / +420 543 211 679 [ info@geneproof.com WW W.ge n e p rO Of. CO m
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MED s.r.o O

ASCO-MED, spol. sr. 0. [L

Pod Cihelnou 6/664, 161 00 Praha 6

tel.: +420233 313578

fax: +420 233 313 582 INNOGENETICS
e-mall: aSCO@ascomed.CZ BIOTECHNOLOGY FOR HEALTHCARE
http://www.ascomed.cz

BAG HeauH care

BAG Health Care GmbH nabizi fadu PCR diagnostik: BAGene - SSP typizace ¢ervenych
krvinek, HISTO TYPE - SSP typizace HLA, HISTO SPOT - SSO testy pro typizaci I. a Il. HLA tridy
vetné automatu MR. SPOT". Nedilnou souéasti nabidky jsou i kontrolni testy, napf. 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 urcitymi HLA typy — Celiakie, Narkolepsie, autoimunitni choroby asociované s B27.

O této, i dalsi nabidce firmy naleznete vice informaci na nasSich webovych strankdch, 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
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Bio-Consult Laboratories spol.s r.o.
je predni ceska distribucni firma,
ktera je na trhu od roku 1993

a specializuje se na dovoz
produkti z oblasti molekularni
biologie a genetiky pro védu

a vyzkum (Life Science)

i klinickou diagnostiku.

XX\
Bio Consult

LABORATORIES

veda & vyzkum

www.bioconsult.cz

since 1993

\\ ¥

Bio-Consult Laboratories spol. s r.o.,
Bozejovicka 145, 142 01 Praha 4 - Libus

Tel./fax +420 244 471 239 - Tel./fax +420 241 729 792
www.bioconsult.cz
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BIOMEDICA CS, s.r.o.
Meteor Centre Office Park
Sokolovska 100 / 94

186 00 Praha 8 — Karlin BIOMEDICA

kontakt

RNDr. David Valik

Tel.: +420 602 340 576

Fax: +420 283 932 507
E-mail: david.valik@bmgrp.cz
http://www.biomedica.cz/

Spoleénost BIOMEDICA CS, s.r.o. se zabyva distribuci produktd pro medicinu (humanni
i veterinarni), farmaceuticky primysl, védu a vyzkum a produkci potravin. Produkty pro
laboratofe tvofi vyznamnou cCast produktového portfolia spoleCnosti. V oblasti in-vitro
diagnostiky jsme partnerem laboratofi, které se zabyvaji vySetfovanim alergii, autoimunitnich
onemocnéni, endokrinologii, sérologii infekénich onemocnéni, mikrobiologii, hemostazou a
v neposledni fadé molekularni diagnostikou. V oblasti molekularni diagnostiky zastupujeme
mezinarodni spole¢nosti, které nabizeji produkty pro laboratofe infekéni diagnostiky,
imunogenetiky, cytogenetiky a molekularni patologie.

Schoeller Pharma Praha s.r.o. nabizi uz 20 let $iroky sortiment spotfebnich materidld a pomuicek z rlznych plasti

pfedeviim pro pouiiti v oblasti |ékafskych a pfirodnich véd, IVF, molekularni biologii, vyrobé biologicky aktivnich

latek atd.

* NOVE Reagencie pro molekularni biologii: Izolaéni a purifikaéni kity, produkty na Endpoint PCR / RT = PCR / qPCR,
horizontalni a vertikalni gelovou elektroforézu, nukleotidy a dalsi enzymy

® KVALITNI vwyrobky s maximalni homogenitou vyrobk{ uvniti $arfe i mezi $arfemi a s ndroénou vystupni kontrolou

Schoeller Pharma Praha s.r.o. s a0
JihoCeska 514!‘8 2 ’,:\c., :-_3;:
148 00 Praha 4 T - [ - = [En
Tel.: +420 261 009 161 W W = o S<
Fax: +420 261 009 162 ot o 3 o o B bl P | " . =
IC 496 81 541 = ok 1 i A R R Bl (8-
DIC CZ 496 81 541 — ' v v i » %
mail@pharma.cz L T b

http://www.pharma.cz/ T Rna e

Nabizime také Siroky sortiment laboratornich pfistroji a pomlcek véetné servisnich sluzeb. Od roku 2005 udriujeme
a Uspésné absolvujeme dozorové a recertifika¢ni audity SYSTEMU MANAGEMENTU KVALITY €SN EN 1SO 9001:2009.

Vice na http://www.instruments.cz/

i
.

wwunfl

FERERRE 3 \bu". >

TS

39



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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ELISABETH PHARMACON, spol. s r.o.

- ®
Namésti Svobody 18 £ E||sa beth
602 00 Brno
Tel.: +420 542 213 851 — Pharmacon
Fax: +420 542 213 827 e’

Elisabeth Pharmacon pro vas vyrabi a dodava...

« DNA diagnostika EliGene” a EliTech

+ Pfistroje ZEPHYRUS' - PCR boxy, biohazard boxy

» Pristroje pro automatickou izolaci DNA /| RNA

* Soupravy proizolaciDNA | RNA

* Mastermixy a polymerazy

» Priprava oligonukleotid0 a sekvenovani

* Spotfebni material pro laboratofe (rukavice, plast atd.)

Nakupujte vnasem e-shopu
a zapojte se do naseho
bonusového programu

GeneTiCA s.r.o.

Sluzeb 4

108 00 Praha 10

tel.: +420 272 701 739

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

Firma GeneTiCa s.r.o0. doddva osvédcené real-time PCR diagnostické soupravy vyrobcu:

Institute of Applied Biotechnologies a.s.
pro diagnostiku genetickych mutaci :Fll, FV, FXII, FXIl, BF a A1298C, C677T
STD: Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoae, Treponema pallidum, Ureaplasma spec.,
Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium, Gardnerella vaginalis a Trichomonas vaginalis
Lidsky Papilomavirus, Mycoplasma pneumoniae a Chlamydophila pneumoniae

Altona Diagnostics GmbH
Adenoviry, lidské herpes viry a polyomaviry:
Adenovirus, Cytomegalovirus, Epstein-Barr virus, Herpes simplex 1 a 2, Varicella zoster, lidsky
herpes virus 6A,6B, alfa Herpes virus 1 a 2 a VZV, BK virus, JC virus
Respiratorni viry :
Adenovirus, Influenza A, B a HIN1, Metapneumovirus,A,B, Parainfluenza virus 1-4, a
Respiratory Syncytial virus

Enteroviry a bakterie:
Lidsky Adenovirus, Norovirus group | a Il, Clostridium difficile toxin I a ll, Shiga toxin 1 a 2 a ipaH
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generi biotech
L. |

¢eska biotechnologicka spole¢nost se zaméfenim na: Systémy kvality generi biotech:
IS0 9001, 1SO 13485, 1SO 17025

+  vyrobu oligonukleotidd a real-time PCR sond

*  vyvoj a vyrobu molekuldrnich diagnostik v mediciné

*  vyvoj a vyrobu biotechnologickych produktd véetné OEM produkce

+  molekularné-genetické testovani

»  molekularné-biologické analyzy pii pre-klinickém a klinickém testovani léciv (CRO)

generi biotech,s.r.0 | Machkova 587, 500 11 Hradec Kralové, Ceska republika www.generi-biotech.com

LAB MARK a.s.
Pod Cihelnou 532/23

161 00 Praha 6 - Ruzyné /A,\ LAB MIARK

Tel.: +420 233 335 548
Fax: +420 224 311 830
Web: www.labmark.cz

E-mail: labmark@labmark.cz

Dodavatel klinické diagnostiky a molekularni biologie. Nabizime reagencie, biochemikalie, protilatky,
kontroly SERO, NGAL, ELISA, PCR, Real-Time PCR kity, barvicky GelRed a GelGreen a celou tad
u produktd z oblasti molekularni biologie a klinické diagnostiky a laboratornich plastd. Z nabidky
pristroji se specializujeme na lab. pristroje jako jsou napf. pipety, centrifugy, pfistroje pro izolaci
DNA/RNA,RT- PCR cyklery, nebo mikroobjemové spektrofotometry DeNovix. Kromé rady kvalitnich
produktl nabizime servisni a aplikaéni sluzby, kalibrace a validace pfistrojd. Klademe dlraz na osobni
pristup a flexibilitu. Mame kratké dodaci Ih(ity a dokdZeme se operativné pfizplsobit poZzadavkiim
zakaznikl. Soucasné provozujeme e-shop, kde si nasi zakaznici mohou zakoupit veskeré produkty
z nasi nabidky za zvyhodnéné ceny oproti standartni katalogové nabidce.
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Spolecnost LABOSERV s.r.o0. se zabyva obchodni a poradenskou Cinnosti v oblasti
laboratorni diagnostiky. Sortiment dodavanych produktl splfiuje vysoké naroky
na kvalitu a pokryva diagnostiku predevSim v laboratofich imunologického
a mikrobiologického zaméreni.

Dodavame PCR soupravy pro
end-point a real-time molekularni diagnostiku

od spolecnosti InterLabService. lABﬂ
LABOSERYV s.r.o.

Hudcova 532/78b SEn"
612 00 Brno

www.laboserv.cz
www.lIshop.cz

MEDISTA spol. s r.o.
U kréské vodarny 939/1a M E ,DIS I A

140 00 Praha 4

Tel.: +420 241 444 525, +420 241 444 637, +420 241 444 668
Fax: +420 241 445 980

E-mail: medista@medista.cz

Web: http://www.medista.cz

Zakaznicka

podpora: servis@medista.cz

NN\
WS\
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Spole¢nost MGP se specializuje jiz pfes dvacet let na distribuci radiochemickych produktu
jak pro diagnostické, tak vyzkumné ucely. V dnesni dobé ale MGP nabizi jiz celou $kalu
produktl z oblasti molekularni biologie a klinické diagnostiky. V nasi nabidce najdete kromé
reagencii, ELISA a RIA kitu, protilatek a laboratornich plastli také drobné laboratorni pfistroje
Spickové kvality, mezi néz patfi hlavné spektrofotometr NanoDrop. Klademe dlraz zejména
na osobni pfistup, flexibilitu a podporu pfi hledani novych alternativnich produkta.

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

Zlin 760 01

tel.: +420 577 212 140
fax: +420 577 211 724
e-mail: mgp@mgp.cz
WwWWw.mgp.cz
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PentaGen s.r.o.
Rooseveltova 1609
272 01 Kladno

g +420602 441331
B info@pentagen.cz

e/PentaGer

PentaGen dovazi a distribuuje vyrobky pro laboratorni diagnostiku se zamérenim na oblast genetiky,
onkologie, infekéni diagnostiky a farmakogenomiky. V nasi nabidce nechybéji nejmodernéjsi diagnos-
tické metody, jako jsou array CGH nebo QF PCR, ale i FISH proby a testy metylace onkogen.
Dodavame i produkty pro in vitro fertilizaci véetné vitrifikace. Dlraz klademe na rychlou, profesional-
ni a individualni podporu laboratofi pfi uzivani nasich produktd. Nasimi zadkazniky jsou prfedevsim
nemocnice, soukromé diagnostické laboratore a IVF centra.

BioVendor — Laboratorni medicina a.s.
Karasek 1/1767

621 33 Brno B °
ioVendor

Tel.: +420 549 124 111

FAX: +420 549 211 465

E-mail: info@biovendor.cz

Web: www.biovendor.cz

TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.

Krizikova 68

612 00 Brno T St L "

Tel.: +420 549 121 205 (237, 238) c,,-,Ea, 'ne
FAX: +420 541 243 390 Diagnostics

E-mail: trade@testlinecd.com

Web: www.testlinecd.cz

Sipoch, spol. s r.o. SIPOCH

Felbabka 4, 268 01 Horovice
tel/fax: 257 325 340/ 257 318 481
sipoch@sipoch.cz
www.sipoch.cz

Vyhradni zastoupeni Gilson v CR a SR. Pipety, davkovace, magnetické michacky, automa-
tické pipetovaci stanice, automatizovana pfiprava vzorki SPE, GPC, prepLC, &erpadia,
HPLC, ventily, spojovaci komponenty LC, upravy a vyroba pfistroju a pfislusenstvi,
autorizovany servis Gilson.

Exclusive representation of Gilson in the Czech Republic and Slovakia. Pipettes, dispensers,
magnetic stirrers, automated pipetting station, automated sample preparation SPE, GPC,
prepLC, Pumps, HPLC, valves, connecting components LC, production and modifications
instruments and accessories, authorized service Gilson.

Zastoupeneé firmy: GILSON, 2MAG, IDEX, RHEODYNE, UPCHURCH, ISMATEC, ILS,
BIOCHEM-FLUIDICS
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