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PROGRAM

3. Unora 2016 streda

10:00 - 12:30 Registrace, instalace posteru

13:00 - 13:10 Zahajeni

13:10 — 14:10 Uvodni sdéleni

Mgr. Marek Vacha, Ph.D., prednosta Ustavu etiky, 3. LF UK Praha
Etické aspekty genetickych vysSetreni 60 min

14:10 — 14:20 Prestavka 10 min

14:20 - 15:30 Rezistence k lé¢bé I.
koordinator sekce Ing. Dalibor Novotny, Ph.D. T

Prof. MUDr. Milan Kolar, Ph.D., dékan LF UP Olomouc
Vyuziti molekularné — biologickych postupud v problematice bakterialni rezistence

k antibiotikim 45 min
PharmDr. Lenka Pliskova, UKBD, FN Hradec Kralové

Problematika vySetfeni HCV rezistence 25 min
15:30 — 15:40 Prestavka 10 min

15:40 - 16:35 Rezistence k 1é¢ébé |l.

Mgr. Jakub Mrazek, Zdravotni ustav Ostrava
Rezistence HBV k antivirovym preparatiim 20 min

MUDr. Dana Hruba, VIDIA DIAGNOSTIKA spol. s r.o0., Praha
Antibioticka rezistence chlamydii — existuje? 20 min

MUDr. Igor Blanarik, ROCHE s.r.o., Praha
Virologické portfolio na cobas® 4800 15 min

16:35 — 16:45 Prestavka 10 min

16:45 - 18:30 Analyza humanniho genomu
koordinator sekce Doc. PharmDr. Martin Beranek, Ph.D.

Doc. PharmDr. Martin Beranek, Ph.D., UKBD, FN Hradec Kralové 30 min
Vyznam adaptéru pfi rozvoji molekularné diagnostickych metod

Mgr. Eliska Vaclavikova, Ph.D., Endokrinologicky ustav, Praha
Genetické pfiCiny Hirschsprungovy choroby a jejich vliv na fenotypické projevy
onemocnéni 25 min



Ing. Jifi Polivka, Katedra informatiky a vypocetni techniky, Fakulta aplikovanych
véd, ZapadocCeska univerzita v Plzni
Cirkulujici volna nadorova DNA — novy biomarker v onkologii 25 min

Mgr. Halina Simkova, Ceskoslovenska spoleénost pro forenzni genetiku
Praxe a trendy moderni forenzni analyzy nukleovych kyselin 25 min

19:30 — 23:00 Spolecensky vecer

4. Unora 2016 cétvrtek

8:30 — 9:20 Uvodni sdéleni

RNDr. Petra Mi€ochova, Ph.D., University College London, Division of Infection and
Immunity
Diagnostika Eboly v Zapadni Africe — Port Loko 50 min

9:20 —9:30 Prestavka 10 min

9:30 - 10:45 Péce o0 zenu
koordinator sekce PharmDr. Lenka PliSkova

Doc. MUDr. Marian Kacerovsky, Ph.D., Fakultni nemocnice Hradec Kraloveé,
Porodnicka a gynekologicka klinika
Infekéni a zanétlivé komplikace pfed¢asného porodu 25 min

Mgr. Radka Kutova, UKBD, FN Hradec Kralové
Logistika vySetfeni plodové vody molekularné biologickymi metodami ve Fakultni
nemocnici Hradec Kralové 25 min

Mgr. Eva Jansova, Ph.D., GeneProof a.s.

JEDEME V TOM S VAMI - bezptiznakové infekce urogenitalniho traktu zdravych
jedincu 25 min

10:45-11:00 Prestavka 15 min

11:00 - 12:05 Varia 3
koordinator sekce Ing. FrantiSek Stumr, Ph.D.

RNDr. Jan KFistek, CSc., Karlovarské imunologické centrum, s.r.o.
VySetfeni parotitidy v karlovarském regionu v roce 2012 20 min

Mgr. Michaela Kantorova, Zdravotni ustav Ostrava
Kauza legionella — molekularni biologie na stopé. 20 min



RNDr. Martin Pesta, Ph.D., Ustav biologie, LF UK Plzer
Moznosti diagnostiky nadorového rozsevu stanovenim CK19 metodou OSNA
25 min

12:05 —-12:15 Prestavka 10 min

12:15-13:20 Nebezpecné zoondzy
koordinator sekce Mgr. Petr Kralik, Ph.D.

Mgr. Petr Kralik, Ph.D., Vyzkumny ustav veterinarniho lékafstvi, v.v.i., Brno
Bacillus thuringiensis jako model pro vyvoj spolehlivé metody pro detekci a
kvantifikaci spor Bacillus anthracis ze vzorku prostifedi 20 min

Mgr. Nikol Reslova, Vyzkumny ustav veterinarniho lékafstvi, v.v.i., Brno
Diagnosticky panel pro alimentarni parazity 15 min

Mgr. Lucie Skorpikova, Vyzkumny Ustav veterinarniho Iékafstvi, v.v.i., Brno
Cystatiny parazitickych hlistic rodu Trichinella a jejich detekce s vyuzitim xMAP
technologie 15 min

Mgr. Petra Vasickova, Ph.D., Vyzkumny ustav veterinarniho lékafstvi, v.v.i., Brno

Vyskyt vyznamnych vird zpusobujicich alimentarni infekce v potravinovém fetézci
masnych vyrobku 15 min

13:20 - 13:40 Vyhodnoceni soutéze mladych autort do 35ti let, zavér.
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1. MUDr. Lucie Barekova, Pardubicka nemocnice, Nemocnice Pardubického kraje,
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Molekularni typizace kmenu Klebsiella pneumoniae s produkci Sirokospektré
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2. Mgr. Jakub Hrdy, Vyzkumny ustav veterinarniho Iékarstvi, v.v.i., Brno
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3. MVDr. Monika Kubankova, Vyzkumny ustav veterinarniho Iékafstvi, v.v.i., Brno
Sledovani vyskytu viru hepatitidy E a Toxoplasma gondii v nové zaloZzeném obornim
chovu prasat divokych

4. Mgr. Pavlina Majtnerova, Univerzita Pardubice, FChT - KBBV
Vyuziti genu pro zeleny fluorescencni protein k lokalizaci proteinu v burikach
patogenni kvasinky Candida parapsilosis

5. Mgr. Veronika Michna, Vyzkumny ustav veterinarniho Iékafrstvi, v.v.i., Brno
Predstaveni xXMAP technologie a moznosti jejiho vyuZiti

6. Mgr. Pavel Mikel, Vyzkumny ustav veterinarniho Iékafstvi, v.v.i., Brno
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7. Mgr. Romana Moutelikova, Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, v.v.i., Brno
Geneticka analyza rotavird skupiny A u divokych prasat v Ceské republice; detekce
zoonotickych kmena

8. Jakub Papik, Univerzita Pardubice, FChT - KBBV
Analyza dosud necharakterizovanych otevienych &tecich ramcu patogennich
kvasinek Candida albicans a Candida parapsilosis

9. RNDr. Jana Prodélalova, Ph.D., Vyzkumny ustav veterinarniho Iékafstvi, v.v.i.,
Brno

Pfinos molekularné — biologickych diagnostickych metod pro identifikaci pricin slabe
kondice vcelstev v Ceské republice

10. Mgr. Jana Sabova, UBLG 2.LF UK a FN Motol, Praha
Molekularné geneticka diagnostika Sticklerova syndromu u ¢eskych pacientd.

11. Mgr. Pavel Sauer, Ph.D., Ustav mikrobiologie LF UP a FN Olomouc
Prevalence riznych HPV typl ve vzorcich vySetfenych na Ustavu mikrobiologie
FNOL v letech 2014-2015

12. RNDr. Michal Slany, Ph.D., Vyzkumny ustav veterinarniho lékafstvi, v.v.i., Brno
Vyuziti Sirokospektré sekvenacni analyzy pro identifikaci bakterii



Mgr. et Mgr. Marek Vacha, Ph.D.

Ustav etiky, 3. lékarska fakulta UK, Praha
Ruské 87
100 00 Praha

tel: +420 777 24 23 97
e-mail: marek.vacha@lIf3.cuni.cz

Nazev sdéleni: Etické aspekty genetickych vysetreni
Vacha, M.,
Ustav etiky, 3. Iékafska fakulta UK, Praha

Etické aspekty genetickych vySetfené patfi z mnoha ddvodu k jednomu z nejobtiznéjSich témat
soucCasné lékarské etiky. Pacientem zde neni jednotlivec, nybrz cely rod, a pouha znalost informaci o
pacientovi muze na jedné strané ovlivnit zivoty (Ci pravo nevédét) jeho nejblizSich pfibuznych. Jindy
nastava problém pravé opacny: abychom se dozvédéli o pacientovi co nejvice, je tfeba znat citlivé
informace o jeho nejblizSich pribuznych. Genetické vySetfeni nejblizSich pfibuznych rovnéz mohou
dostat |ékafe do zavaznych etickych dilemat souvisejici s prokazanim &i neprokazanim paternity a
naslednym otazkam ze strany pfibuznych. Mezi dal$i aspekty patfi tlak na dlouhodobé uchovavani
genetickych dat, v rozpéti desitek a stovek let, a s tim souvisejici zajisténi dlvérnosti téchto velmi
citlivych informaci.

V poslednich mésicich &i letech se stavame svédky zmény paradigmatu mediciny. Od usvitu déjin
Iékafstvi byl za pacienta povazovan ten, kdo byl nemocen, kdo trpél, ¢lovék, jehoz télo dlouhodobé
nepracovalo spravné a Usili Ilékaft sméfovalo k tomu, navratit funkci jednotlivych organd do spravného
fungovani. Toto zadani nemocnic se v soucasnosti méni. Vzhledem k moznostem molekularni
genetiky a vzhledem k tomu, Ze rGzné sluzby ves stale rostouci mife zajistuji soukromé firmy, je
mozno v provedeni nejrliznéjSich genetickych profill zcela obejit stavajici zdravotni systém. Diky
témto privatnim aktivitdm obc&anl zacinaji do nemocnic pfichazet vic a vice lidé, v tuto chvili a podle
v8ech kritérii zcela zdravi, zadajici kvuli ziskanym informacim rGznych preventivnich zakrok(. Slova
spacient® (od slova patior, pati, passus sum, trpét) ¢i ,nemocnice” tak pfestavaji byt lingvisticky pfesné.
Cena sekvenovani kompletniho genomu ¢lovéka klesla v minulych deseti letech miliénkrat. Vzhledem
k tomuto bezprecedentné prudkému poklesu ¢lovéka jsme dnes jiz schopni sekvenovat genom jedince
v prenatalnim stadiu, provadét Siroce pojaté testy embryi v ramci preimplantaéni diagnostiky a
ziskavame stale vice informaci z genomu clovéka, coz nositele mize vést a realné vede bud k
Casté&jSim preventivnim prohlidkam &i k Zadostem o preventivni zakrok.

Paralelné s molekularni genetikou se rozviji i novy obor, epigenetika, kterd se zabyvéa dédi¢nosti,
ktera neni zapsana v sekvenci pismen DNA. Vysledky tohoto oboru naznaduji, Ze znalost sekvence
genomu ziejmé jesté sama o sobé nestali na piné porozuméni dédi¢nosti fenotypu. Vedle toho se
rozviji i ,rekreaCni genetika“ a jsou zde i obavy z ,genetického dopingu®.

Tento prudky rozvoj klade dfive nevidané pozadavky na obor lékarské etiky. Pokud plati, ze etika ma
jit vzdy nékolik krok(l pfed danym pfirodovédnym oborem a prfedvidat a reflektovat jeho nasledné
kroky (a nikoli zaostavat a zpétné komentovat postupy, které se jiz davno zacaly provozovat), pak to
na celé pole etiky klade obrovské naroky, co se tyCe odborné erudice lékarskych etiki na poli
Iékafstvi, molekularni biologie i filosofie.

Samostatnou kapitolou je cena naslednych genetickych vySetfeni a otazka patentovani lidskych gen(.
V pfednasce budou zvaZovana eticka rizika nové situace, jakoZ i souvisejici rizika novodobé eugeniky.
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Prof. MUDr. Milan Kolar, Ph.D.
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e-mail: kolar@fnol.cz

Vyuziti molekularné-biologickych postupti v problematice bakterialni rezistence k antibiotikiim
Kolar M.

Ustav mikrobiologie, Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci a Fakultni nemocnice
Olomouc

V soucasné dobé jsme svédky exponencialniho narGstu poznatkl v mediciné, ktery pfinasi vyrazné
zkvalitnéni l1é€by onkologickych, kardiovaskularnich, neurologickych a dalSich nemoci. Bohuzel, stale
existuje jeden dllezity problém, a to jsou bakterialni infekce, jejichz vyznamnost stoupa se zvysujici
se odolnosti bakterialnich patogenud k antimikrobnim pfipravkam.

Bakterialni rezistenci k antibiotikim Ize charakterizovat jako schopnost bakterialni populace prezit
Ucinek definované koncentrace pfislusného antibiotika, coz ve svém dusledku mize znamenat selhani
mozné definovat mutaci chromozomalniho genu s naslednou selekci rezistentnich bunék nebo
vyznamnéjSim mechanismem zalozenym na pfevzeti genetického materidlu od rezistentnich
bakterialnich bunék rekombinaénimi procesy. Je nutné zdlraznit, Ze bakterialni rezistence je termin,
ktery ma zavazné negativni dopady. K nim patfi pfedev§im vys§i morbidita a mortalita pacientd
s infekcemi zpUsobenymi multirezistentnimi bakteriemi.

Rezistence bakterii k UCinku antibiotik je vyvolana celou fadou pfi€in, které se navzajem kombinuji a
tim zvySuji nebezpecnost fenoménu bakterialni rezistence. Tento problém neni jen medicinsky, ale
mél by byt charakterizovan jako problém celospoleCensky, ktery za€ina limitovat dalSi rozvoj
diagnostickych a lécebnych postupl snizovanim jejich UspéSnosti v souvislosti se selhanim
antibiotické 1é¢by infek&nich komplikaci s etiologickou roli multirezistentnich bakterii.

Problém bakteridlni rezistence je multifaktorialni, z &ehoz vyplyva nutnost mezioborového pfistupu pfi
jeho fedeni. Nezbytnou soucasti fedeni uvedené problematiky je vyuZivani modernich molekularné-
biologickych metodik, které umozZnuji napfiklad stanoveni podobnosti, event. identity,
multirezistentnich bakterii, nebo prikaz gent kédujicich rezistenci k pfisluSnym antibiotikdim.

Podporeno grantem IGA MZ CR &. NT14382.
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PharmDr. Lenka PliSkova

UKBD

Fakultni nemocnice Hradec Kralové
Sokolska 581

500 05 Hradec Kralové

tel: +420 495 833 894
e-mail: lenka.pliskova@fnhk.cz

Problematika vysSetreni HCV rezistence
Pliskova L., Kutova R.
Ustav klinické biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice Hradec Kralové

V roce 2011 byla zahajena Ié¢ba chronické virové hepatitidy C pfimo pusobicimi virostatiky (DAA,
Directly Acting Antivirals), tyto preparaty pfimo zasahuji do replikaéniho cyklu HCV a cilené plisobi
jako inhibitory NS3/4A proteazy (napf. telaprevir, boceprevir, simeprevir, paritaprevir), NS5B
polymerazy (sofosbuvir) a NS5A proteinu (ombitasvir), které jsou nezbytné pro replikaci viru. Vysoké
mnozstvi ,quasispecies* HCV vede k rliznému stupni rezistence k DAA, jedna se o tzv. predlécebné
rezistencni varianty RAV (resistance associated amino acid variants).

Na naSem pracovisti molekularni biologie Fakultni nemocnice Hradec Kralové jsme zavedli v roce
2015 detekci variant spojenych s rezistenci (RAV) v genu pro proteazu NS3 (simeprevir) metodou
sekvenacéni analyzy. Navrh primerd byl proveden pomoci softwaru Custom Primers - OligoPerfect™
Designer. Metoda byla optimalizovana pro genotyp 1a viru hepatitidy C. Vyhledavani variant bylo
provedeno pomoci dvou program(l. Doposud bylo vySetfeno 16 pacientd s chronickou virovou
hepatitidou C s genotypem la. U 5 z nich byla varianta Q80K prokazana. Vzhledem k pomérné
vysokému vyskytu Q80K u genotypu 1a HCV je nutné pfitomnost i nepfitomnost Zzjistit jeSté pred
zahajenim |é€by. Zavedena metoda umozriuje citlivy a v€asny zachyt.
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Mgr. Jakub Mrazek

Zdravotni ustav se sidlem v Ostravé
Centrum klinickych laboratofi

Odd. molekularni biologie
Partyzanské nam. 7

702 00 Ostrava

tel.: +420 596 200 266
e-mail: jakub.mrazek@zuova.cz

Rezistence HBV k antivirovym preparatiim
'Mrazek J., *Karasova H., *Orsagova I.

'7Zdravotni dstav se sidlem v Ostravé
Fakultni nemocnice Ostrava, Klinika infekéniho lékarstvi

Chronicka infekce virem hepatitidy B (HBV) patfi celosvétové svym rozsahem i zavaznosti mezi jeden
Z nejvyznamnéjSich zdravotnich problémd. Neléceni pacienti jsou ohroZeni rozvojem jaterni cirhozy,
jeji naslednou dekompenzaci, pfipadné vznikem hepatocelularniho karcinomu. Pouziti antivirovych
preparatl (nukleotidova a nukleosidova analoga) je kli¢em k zabranéni této progrese, k prodlouzeni
délky a zlepS$eni kvality Zivota pacientl. Virus vSak tvofi pod selekénim tlakem antivirové 1é¢by celou
fadu mutaci, které vedou k rezistenci viru vici pouzitym lékim a komplikuji tak moznosti dalSiho
zvladnuti infekce.

K 1é&bé& chronické infekce HBV jsou v CR dispozici antivirotika lamivudin, adefovir, entecavir, tenofovir,
pfipadné telbivudin. V soucasné dobé se k lé¢bé chronické hepatitidy B kvlli rychlému vzniku
rezistence (u lamivudinu do 5 let u 2/3 pacientll) jiz prakticky nepouzivaji lamivudin (Zeffix) ani
adefovir (Hepsera). Lamivudin se uziva jen vyjime€né, napf. u akutnich hepatitid s hrozicim
fulminantni priilbéhem, protoZe navozuje rychly pokles virémie. Adefovir nevykazuje dostatecné rychly
pokles virémie a z dlvodu relativné rychlého vzniku rezistence se v sou¢asné dobé jiz prakticky
nevyuziva, podobné telbivudin (Tyzeka), ktery rovnéz nema pfili§ vysokou bariéru pro vznik
rezistence.

V soucCasnosti se pouzivaji prakticky vyhradné entecavir (Baraclude) a tenofovir (Viread). Dle nasich
zkuSenosti je entecavir idealni u dosud nelécenych pacientd. U pacientl, ktefi byli dfive léceni
lamivudinem jsou pod selekénim tlakem tohoto antivirotika navozeny mutace, které usnadfuji vznik
dalSich rezistentnich variant HBV odolnych také vuci entecaviru. Tenofovir prakticky témér neindukuje
rezistentni varianty viru, ale je tfeba pocitat s jeho moznou nefrotoxicitou.

Mutace HBV asociované s Iékovou rezistenci vznikaji v genu kdédujicim HBV polymerazu a vedou
Casto ke zkFizenym rezistencim vici vice preparatim. Identifikace mutaci v genu pro HBV polymerazu
umoznuje mapovat rezistencni profil aktualni populace HBV viru u pacienta a naslednou optimalizaci
IéCebné strategie. Mezi nejvyuzivanéjsi postupy patfi analyza useku genu HBV polymerazy metodou
reverzni hybridizace (line probe assay, LiPA) €i sekvenaci. Za u€elem rutinni diagnostiky rezistentnich
kmenu HBV vyuziva naSe laboratof INNO-LIPA HBV DR v2 a v3 strip (LiPA), ktery umoznuje prikaz
nejvyznamnéjsSich popsanych mutaci asociovanych s rezistenci k lamivudinu, adefoviru, entecaviru,
telbivudinu, tenofoviru a emtricitabinu.

Laboratorni priikaz genetického podkladu rezistence HBV umoznuje v€asnou optimalizaci antivirové
IéCby a zefektivnéni pée o pacienta.
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Rezistence chlamydii k antibiotikiim — existuje?
Hruba D.
VIDIA-DIAGNOSTIKA, spol. s r.o., Praha

Antibiotika ze skupiny tetracyklini a makrolidi se pouzivaji k Ié¢bé chlamydiovych infekci jiz nékolik
desitek let. Tento fakt naznacuje, Ze klinicka rezistence chlamydii k témto antibiotikim neni doposud
zasadnim problémem. Nabizi se otazka, pro€ tomu tak je, kdyz obecné rezistence bakterii
k antibiotikiim stale narGsta? Jednim z dlvodu je pravdépodobné skutecnost, Ze chlamydie jsou
intracelularni patogeny a rozmnozuji se ve fagosomu infikované buriky, takze pfedavani a ziskavani
genU rezistence mezi nimi a dal$imi bakteriemi je pro né velmi ztizené. DalSim moznym vysvétlenim
muze byt to, Ze chlamydie jsou energeticti parazité eukaryotickych bunék (vyuzivaji ATP hostitelskych
bunék) a pro rozvoj rezistence k vySe uvedenym skupinam antibiotik na podkladé aktivniho efluxu (tj.
vyluovani cizorodych latek z buriky cestou vice ¢i méné substratové specifickych efluxnich pump) je
tfeba velké mnozstvi energie. Té se obligatnim intracelularnim bakteriim, tedy i chlamydiim,
nedostava. Ale jsme vibec schopni u chlamydii rozpoznat pfipadny narlst antibiotické rezistence?
Rutinnimu testovani citlivosti k antimikrobnim preparatim u téchto agens brani zna¢né technické
problémy, protoZe chlamydie nerostou na tuhych nebo tekutych kultivaénich pudach, rostou pouze na
tkanovych kulturach a manipulace s nimi je velmi ¢asové i finanéné narocna. Diagnostika
chlamydiovych infekci je proto dnes zaloZzena z velké ¢asti na molekularné-biologickych metodach,
které zatim neumoznuji sledovani citlivosti na antibiotika. Selhani 1ééby byva pfipisovano spisSe
reinfekcim, perzistujicim infekcim nebo nedodrzeni Ié€ebného rezimu. V odbornych publikacich Ize
dohledat zpravy o zachytu kmenu se snizenou citlivosti Ci rezistenci k tetracyklinm (Jones et al.,
1990, Lefevre et al., 1998), v USA byly popsany tfi multirezistentni izolaty Ch. trachomatis (Somani et
al., 2000) a znepokojujici je popsana rychle se Sifici rezistence k tetracyklinm u Ch. suis v chovu
prasat v Nebrasce (Lennart et al., 2001). Klinické izolaty Ch. pneumoniae rezistentni k antibiotikiim
doposud popsany nebyly. Nicméné je ziejmé, ze chlamydie, pokud jsou vystaveny selekénimu tlaku,
jsou schopné vyvinout mechanismy, jak se U¢inkdm antibiotik vyhnout. Proto i pfi [é€bé chlamydiovych
infekci je tfeba indikovat pouZiti antibiotik uvazlivé.
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Virologické portfolio na cobas® 4800
Blanarik I.

Roche s.r.0., Praha

Firma Roche uvadi na trh nové virologické testy pro pinéautomaticky real-time PCR analyzator cobas®
4800, kterym se maiji postupné nahradit jeji souCasné analyzatory cobas® AmpliPrep/ cobas® TagMan
s automatickou izolaci NK a cobas® TagMan48 s kolonkovou izolaci NK. Jedna se o soupravy na
kvantitativni stanoveni HIV-1, HCV, HBV a HCV GT pro kvalitativni stanoveni genotypli HCV.
V pfednasce jsou uvadény vyhody souprav a pracovniho postupu ve srovnani se stavajici situaci na
trhu, zejéma konstrukce dual target u testu HIV-1, dual probe u testu HCV, vynikajici citlivost a
dynamickeé linearni rozpéti s nulovou kfizovou kontaminaci u testu HBV a troji cil u testu HCV GT,
ktery ma diky tomu bezkonkurenéni citlivost stanoveni vSech 6 genotyplli a podtypu 1a, 1b. Je
upozornéno na moznost délat v jednom béhu najednou kombinaci az tfi riznych virologickych test
soucasné. Virologickym portfoliem se rozsifuje stavajici nabidka testll pro Zenské zdravi, mikrobiologii
a onkologii a analyzator cobas® 4800 tak predstavuje nejmodernéjsi pinéautomaticky real-time PCR
analyzator pro moderni laboratof 21. stoleti, ktery diky své flexibilité a efektivité déla skute¢né to, co
laboratof a oSetfujici Iékar potrebuiji.
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Vyznam adaptéri pfi rozvoji molekularné diagnostickych metod
Beranek M., Drastikova M.
Ustav klinické biochemie a diagnostiky, Fakultni nemocnice Hradec Kralové

Technologické moznosti molekularné diagnostickych metod do znaéné miry kopiruji pfirodni procesy,
které se odehravaji v eukaryontnich a prokaryontnich burikach. Pfi rozkryvani tajemstvi regulaénich
cest souvisejicich s expresi genetické informace je Casto pouzivanym terminem pojem adaptér
(anglicky adaptor), a to v nékolika riznych vyznamech. Jde vétSinou o mensi molekuly s konkrétni
funkci v ramci sledované kaskady proces(.

Kromé toho zahrnuje pojem adaptér velmi frekventované také ¢asti syntetickych oligonukleotidovych
sekvenci. Adaptéry v této formé vyznamné ovlivnily rozvoj oblasti molekularné biologickych vysetfeni
od metod molekularniho klonovani, pfes PCR-RFLP, screeningové metody, PCR se znacenymi
primery az po sekvenacni techniky NGS. Adaptéry zde pini desitky funkci, které vyplyvaji z jejich
délky, struktury a umisténi v oligonukleotidovém fetézci.

Ve sdéleni bude prezentovan priklad praktického pouziti syntetickych adaptéri také pfi Sangerové
dideoxynukleotidovém sekvenovani s ohledem na mozné prodlouzeni délky ¢&teni sekvenovanych
fragmentd DNA na jejich 5°- konci a ¢&teni dvou rGznych sekvenci v ramci jedné kapilary a jednoho
elektroforeogramu. Bude také diskutovana moznost obousmérného ¢&teni fragmentll DNA v jediné
kapilare.

Prace byla podpofena grantem SVV 260057/2015 a projektem PRVOUK P37/11 LFHK, UK Praha.
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Mgr. Eliska Vaclavikova, Ph.D.
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Genetické priciny Hirschsprungovy choroby a jejich vliv na fenotypické projevy onemocnéni
Waclavikova E., 'Dvorakova S, 'Sykorova V., 'Véelak J., “Skaba R., °Pos L., *VIgek P., Bendlova B.

' Oddéleni molekularni endokrinologie, Endokrinologicky Ustav, Praha

% Klinika détské chirurgie, 2. lékarska fakulta Univerzity Karlovy a FN v Motole, Praha

® Klinika nuklearni mediciny a endokrinologie, 2. lékafska fakulta Univerzity Karlovy a FN v Motole,
Praha

Uvod: Hirschsprungova choroba (HSCR) je vrozena aganglionéza v myenterickém a submukosalnim
plexu distalniho gastrointestinalniho traktu. U 20 % pacientl se vyskytuje familiarni forma HSCR a az
u 30 % se vyskytuje v ramci néjakého syndromu. Jedna se o polygenni onemocnéni, na kterém se
podili az 20 dosud objevenych gent a chromozomalnich lokusu. Majoritni roli ovSem hraji inaktivujici
mutace v RET proto-onkogenu, znamém spiSe v souvislosti s familiarnimi formami medularniho
karcinomu &titné Zlazy (MTC). V ojedinélych pfipadech maze byt HSCR s vyskytem MTC asociovana.
Cilem studie bylo vyhodnotit vztah mezi zjiSténymi genetickymi zmé&nami a jejich fenotypickymi projevy
u pacient s HSCR.

dlouhou formu aganglionézy. DNA byla izolovana z perifernich leukocytl. Zarode¢né mutace byly
detekovany Sangerovym sekvenovanim na kapilarnim sekvenatoru a sekvenovanim nové generace.
Vysledky: Zarode¢né mutace v RET proto-onkogenu byly detekovany u 28 pacientli (13 %). Nejvyssi
totalni intestinalni aganglion6zou (100 %), s témér totalni formou aganglionézy tenkého stfeva (40 %)
a s totalni aganglionézou tlustého stfeva (30 %). Ve dvou rodinach s HSCR byly zjistény mutace
s dudlnim charakterem (aktivujici i inaktivujici) a pacienti podstoupili profylaktickou totalni
thyroidektomii s nalezem histologicky prokazaného MTC u dvou pacientek a hyperplazie C-bunék
u jedné pacientky. Bylo také nalezeno 11 novych mutaci s nejasnou patogenitou, z nichz velmi
zajimava byla 2bp sestfihova delece.

Zavér: Vzhledem k moznosti familiarni formy onemocnéni a zvySenému riziku vzniku MTC je
u pacientd s HSCR doporucen screening zarode¢nych mutaci v RET proto-onkogenu. U pacientu

¢i familiarnich forem, by méla byt provedena analyza dalSich gen(i spojovanych s HSCR.

Prace byla podporovana projekty IGA MZCR NT13901-4 a MZCR - RVO (Endokrinologicky ustav -
EU, 00023761).
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Cirkulujici volna nadorova DNA - novy biomarker v onkologii
123 )i Polivka jr., *Filip Janku, *Martin Pesta, “*Milena Kralickova, “*Zbynék Tonar, Jifi Polivka
'Ustav histologie a embryologie

“Biomedicinské centrum, Lékaiska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova v Praze

3Neurologické1 klinika, Lékafska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova v Praze a Fakultni nemocnice Plzen
“Department of Investigational Cancer Therapeutics, The University of Texas MD Anderson Cancer
Center, Houston, USA

*Ustav biologie, Lékarska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova v Praze

Pfes obrovské pokroky v moderni onkologii jsou pokrocila stadia nadorovych onemocnéni stale velmi
obtizné Iécitelna. V souCasné éfe personalizované mediciny zavisi vybér 1éEby na detailni analyze
nadorového genomu a identifikaci ovlivnitelnych mutaci v nadorové tkani konkrétniho nemocného.
Podstatnou limitaci je v8ak ziskani tkané z heterogennich oblasti nddoru. Odstranény nador pfipadné
biopsie z nadoru byly po dlouhou dobu jedinou moznosti verifikace typu nadoru a zjisténi lécbou
ovlivnitelnych molekularné-genetickych aberaci. AvSak pfi rozvijejici se heterogenité nadoru zejména
v jeho pokrocilych stadiich by pro detekci takovych mutaci byly nutné opakované biopsie z primarniho
nadoru a z jeho metastaz, coz je v praxi zpravidla nemozné. Proto je velké Usili vénovano minimalné
invazivnim postupim umoznujicim detekci ovlivnitelnych onkogennich mutaci. Jednim z takovych
postupl je analyza volné nadorové DNA cirkulujici v télesnych tekutinach — krvi, mo¢i a u nadoru
postihujicich centralni nervovy systém v mozkomisnim moku. Takové metody se nazyvaiji také fluidni
biopsie, respektive ,liquid biopsy“. Fluidni biopsie pfinasi unikatni moznost monitorovat nadorovou
chorobu a jeji priibéh v ¢ase u individualniho nemocného. V blizké budoucnosti se fluidni biopsie
pravdépodobné stane vyznamnou soucasti péfe o nemocné s onkologickou diagnézou, napfiklad v
Casné detekci onemocnéni, sledovani vyvoje choroby v ¢ase, predikci uziti cilené 1éCby, hodnoceni jeji
ucinnosti i detekci vznikajici rezistence.

Podporovano projektem Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky pro konceptualni rozvoj vyzkumné
organizace 00669806 — Fakultni nemocnice Plzefi a Narodnim programem udrZitelnosti | (NPU 1) €.
LO1503 poskytovaného Ministerstvem Skolstvi, mladeze a té€lovychovy.
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Praxe a trendy moderni forenzni analyzy nukleovych kyselin

238imkova, H.
'Ceskoslovenska spoleénost pro forenzni genetiku

*Kriminalisticky Ustav Praha
Univerzita Karlova, Pfirodovédecka fakulta, Katedra antropologie a genetiky ¢lovéka

Forenzni analyza DNA slavi v roce 2016 tficaté vyro¢i svého uvedeni do praxe. Od dob svych poc¢atki
prosla dramatickym vyvojem a stala se jednou z nejuzivanéjSich a celosvétové rozSifenych metod
forenzniho zkoumani biologickych materialll. Pfednaska posluchaéum predstavi stavajici rutinni
postupy od vyhledavani a sbéru materialu na misté ¢inu az po finalni praci s genetickymi profily
vCetné prace s DNA databazemi; poukaze na kriticka mista celého procesu, na nezbytna opatfeni,
ktera zajistuji neporusenost dikazniho fetézce a na disledky jejich nedodrzovani. V zavérecné ¢asti
se posluchali seznami s nejnovéjSimi trendy forenzni analyzy NK, které zdsadné rozsifuji portfolio
informaci ziskavanych z biologického materidlu, jako je uréeni vybranych fenotypovych znakl a
biogeografického plvodu donora, uréeni typu télni tekutiny prostfednictvim mRNA a/nebo metDNA
profilingu apod.
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Diagnostika Eboly v Zapadni Africe — Port Loko

L23\MIgochova P.

University College London ! Public Health England 2 GOAL?

! Cruciform Building, 90 Gower St, London, WC1E 6BT, United Kingdom
>Manor Farm Rd, Porton Down, Salisbury, Wiltshire SP4 0JG, United Kingdom
*Port Loko, Sierra Leone

EDV (Ebola Virus Disese) dfive nazyvana Ebola hemoragicka horecka je zavazné, velmi Casto
smrtelné onemocnéni. Pfestoze byly v historii zdokumentovany desitky ndkaz timto virem, epidemie v
dosud setkali v témér &tyr desetiletich historie tohoto onemocnéni. Pocet pfipadd a umrti doposud
daleko prevySuje vSechny zdokumentované nakazy dohromady. Oficialni data k zalatku zafi 2015
ukazuji, Ze bylo zaznamenano vice nez 28,000 pfipadll a nakaza si vyzadala 11,200 zivot(. Nikdy
pfedtim se virus nedostal do hlavniho mésta, nikdy necestoval do jiné zemé vzduchem. A samotny
virus? Ten nezabil jenom lidi, ale také ekonomiku postizenych zemi. V &ervnu 2014 se dostala
epidemie mimo kontrolu a mnoho neziskovych organizaci operujicich v Zapadni Africe muselo zadit
stavét nova lécebna centra (ETC, Ebola Treatment Centre) a vycvi€it personal. V zafi 2014 Rada
bezpecnosti Organizace spojenych narod( prohlasila Ebolu hrozbou pro mezinarodni mir a
bezpecnost a véci se daly do pohybu. Sierra Leone ztratila od pocatku epidemie vétSinu
zdravotnického personalu, nemocnice odmitaly pfijimat nakazené virem a nova IéCebna centra byla
ihned preplnéna. Potfeba rychlé a pfesné diagnostiky byla naprosto esencialni. Public Health England
(PHE), vykonna agentura ministerstva zdravotnictvi se ujala Ukolu zafidit diagnostické laboratore,
které byly soucasti novych Ié€ebnych center. V prosinci 2014, kdy pocet nakazenych byl 600 pfipad
za tyden, prvni pracovni tym dorazil do nové diagnostické laboratofe, byla to hola betonova mistnost.
Nicméné, za nékolik tydnu byly v zemi tfi funk&ni diagnostické laboratofe, které zpracovavaly okolo
100 vzorku denné. Diagnostika byla postavena na isolaci a detekci virové RNA pomoci qPCR.
Laboratorni servis také zprostfedkoval diagnostiku malarie a biochemicky rozbor. Zaroveri se vedle
tradiéniho PCR také zkoumaly nové rychlejSi testy, které by mohly nahradit sou€asnou diagnostiku,
ktera je draha a pocita se zkuSenymi laboratornimi pracovniky. Vysledky z laboratofe byly okamZité
zaslany na District Ebola Response Center (DERC), kde v pfipadé pozitivniho nalezu se okamzité
rozjela rychla reakce rliznych zu€astnénych organizaci (Svétova zdravotnicka Organizace, Centrum
pro Kontrolu Chorob, UNICEF, etc.) k nalezeni vSech lidskych kontaktd s nakazenym a nasledna
izolace. Je esencialni potvrdit nebo vyvratit moznou nakazu u pacienta, navic brzké a pfesné odhaleni
infekce pomaha rychlému odhaleni kontaktd s nakazenym a sniZeni rizika nekontrolovatelného
pfenosu viru. Muazeme tedy fici, ze snizeni pfenosu viru v populaci a zvladnuti epidemie v Zapadni
Africe je z velké ¢asti zavislé na laboratorni podpore.
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Infekéni a zanétlivé komplikace predéasného porodu
Kacerovsky M.
Porodnicka a gynekologicka klinika, Fakultni nemocnice Hradec Kralové

Pfed&asny porod, t.j. porod pfed dokon¢enym 37. tydnem téhotenstvi, stale pfedstavuje velmi aktualni
oblast perinatologie. Jeho incidence se pohybuje v Ceské republice kolem 7-8%. Pfed&asny porod se
déli na dvé zakladni kategorie: iatrogenni a spontanni. Ta druha ¢&ita cca 2/3 vSech pfed¢asnych
porodll a muze byt rozdélena na pfed€asny porod se zachovalym vakem blan a pfedCasny odtok
plodové vody. PFi¢ina spontanniho pfedéasného porodu je multifaktorialni, nicméné jediny potvrzeny
pficinny vztah u intraamnialni infekce.

Oba typy spontanniho pfed€asného porodu mohou byt komplikovany pfitomnosti bakterii v plodové
vodé (mikrobialni invaze do amnidlni dutiny), intraamnialnim zanétem, intraamnialni infekci a
nasledné rozvojem histologické chorioamninitidy. Hlavnimi plvodci téchto komplikaci jsou genitalni
mykoplazmata, zejména Ureaplasma species.

V¢asna a dukladna diagnostika zanétlivych a infekénich komplikaci vySetfenim vzorku plodové vody
umozniuje individualizovat a optimalizovat IéEbu pfed€asného porodu s nadéji na porod co v nejvy$Sim
gestanim stafi.
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Logistika vysSetieni plodové vody molekularné biologickymi metodami ve Fakultni nemocnici
Hradec Kralové

'Kutova R., 'Pliskova L., *Kacerovsky M.

'Ustav klinické biochemie a diagnostiky, Fakultni nemocnice Hradec Kralové
Porodnicka a gynekologicka klinika, Fakultni nemocnice Hradec Kralové

Bakterialni infekce intraamnialni tekutiny je velkym ohrozenim pro plod a maze vést az k pfedéasnému
odtoku plodové vody. V plodové vodé nejprve vysSetfujeme pritomnost DNA Ureaplasma spp.,
Mycoplasma hominis, Chlamydia trachomatis a Mycoplasma genitalium kitem AmpIiSens®
C.trachomatis/Ureaplasma/M. hominis-FRT. V druhé fazi pfi negativit¢ mycoplasmatické infekce
vySetifujeme bakterialni DNA (amplifikace 16S rRNA) metodou in-house PCR s naslednou sekvenaéni
analyzou pfi pozitivité bakterialni DNA. Pfednaska by méla seznamit s logistikou vySetfeni plodovych
vod molekularné biologickymi metodami ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové a s nalezy puvodcu
bakterii u MIAC (microbial invasion of the amniotic cavity).
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JEDEME V TOM S VAMI - bezpfiznakové infekce urogenitalniho traktu zdravych jedinct
Jansova E., Sittova M.
GeneProof a.s.

Urogenitalni trakt zdravé, sexualné aktivni populace je bézné kolonizovan mikroorganismy
zarazovanymi do skupiny sexudlné prenosnych infekci (STI). Rada t&chto infekci probiha
asymptomaticky, klinicky se tedy vibec neprojevi. To je také diivodem pomérné hojného zastoupeni
téchto mikroorganismd v urogenitalnim traktu u bézné, zdravé populace. Schopnost klinického
symptomatického projevu mikroorganismu je nepfimo umérna jeho rozSifeni v populaci. NejCastéji se
jedna o ureaplazmata a mykoplazmata. Zdanlivé asymptomatickou infekci mize byt také napftiklad
vyskyt lidského papilomaviru, zejména pak high-risk HPV typQ, které jsou zodpovédné za vznik
rakoviny délozniho ¢ipku. Nezapomerfime ani na asymptomatickou chlamydiovou infekci, ktera mlze
byt pozdéjsi pfic¢inou neplodnosti.

Rozsifeni téchto mikroorganism( v populaci zdravych jedinct bylo testovano na dobrovolnicich
nejmenované Ceské biotechnologické spoleCnosti a jejich rodinnych pfisludnicich. Jako Kklinicky
material byly pouzity stéry z pochvy, cervixu, penisu a mo€. Tento material byl testovan na pfitomnost
DNA Ureaplasma spp., Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis,
Chlamydia trachomatis a lidského papilomaviru (HPV).

Vysledky poukazuji na korelaci vyskytu jednotlivych mikroorganismu v riznych klinickych materialech
a potvrzuji béznou kolonizaci urogenitalniho traktu v populaci. Taktéz nastoluji otazky, zda ma smysl
monitorovat vyskyt téchto mikroorganismU ve zdravé populaci, popfipadé kterych, a jakym zplsobem
interpretacné pfistupovat k takovému nalezu.
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Vysetreni Parotitidy v Karlovarském regionu v roce 2012
Kristek J.%, Vaiiova J.°

'Karlovarské imunologické centrum, Institut laboratorni mediciny Lab In
*Protiepidemicky odbor KHS Karlovy Vary, protiepidemické oddéleni

Virus infekéni parotitidy patfi do skupiny paramyxovirld Pfenasi se pfedevsim vzduchem, méné ¢asto
znecisténymi pfedméty a nastroji. Vyvolava infekce zejména v détském véku. Epidemie maiji sezénni
charakter, incidence je nejvy$si koncem zimy a na pocatku jara. Vstupni branou infekce je sliznice DC,
odkud se muze $ifit do ostatnich organd Virus ma afinitu ke slinné Zlaze a k fadé dalSich zlaz s vnéjsi
i vnitini sekreci — napf. pankreas, §titna Zlaza, nadledvinky a k CNS. Onemocnéni probiha vétsinou
inaparentné, nicméné u vnimavych jedincd muze zpUsobovat zavazné zdravotni komplikace. Virus
muZze vyvolavat pankreatitidu, aseptickou meningitidu, artritidu a dal$i zdrav. komplikace. Prodélané
infekEni onemocnéni zajistuje trvalou imunitu. Nicméné epidemické studie poslednich let vyvraceji
vzity nazor o trvalé a predevs§im dostate¢né uc¢inné imunité a to jak po probéhlé infekci, tak i po
ockovani. Vroce 2012 byl zaznamenan epidemicky narlst parotitidy i v Karlovarském regionu,
Z celkové poctu nahlasenych onemocnéni 792 bylo 567 pfipadu ze Sokolovska 1j.71,6% , 129 pfipadu
(t.16.3.%) z Karlovych Varu a 96 pripadl (tj.12.1%) z Chebska. Vzhledem k vy$e uvedenym zménam
postihujicim imunitu pacientd naSe pracovisté provedlo retrospektivni analyzu souboru pacientd
vySetfenych vroce 2012. Soubor zahrnoval 367 pacientli, VySetfeni bylo provedeno
imunoenzymatickym testem — ELISA skity Euroimmun. Parova séra nebyla pozadovana. IgM
protilatky byly detekovany v 57 pfipadech (16 %), IgG v 146 pfipadech (39,7%) U 52 pacient( jsme
prokazali tvorbu 1gG i IgM soucasné (14%). Pokusili jsme se o pfimy prikaz RNA viru pomoci Real
Time PCR. Pro PCR byla zvolena komer&ni soupravu — ZJ Biotech China a vlastni in-house PCR. U In
house metody jsme napfed zvolili dvoustupfiovou variantu, které jsme potom nahradili
jednostupriouvou — one tube method. V obou pfipadech byly pouzity Tagman préba: FAM-BHQ.
Primery a préba byly strukturovany v CDC (Atlanta) a doporu€eny CDC pro detekci RNA viru
parotitidy. K prikazu viru jsme provedli vytéry z krku, nosu a odebrali mo¢&. Vysoké procento zachytl
IgM protilatek u vakcinovanych pacientl svéd¢i o nedostate€ném stavu imunity, ktera neni schopna
pacienty ochranit pfed primarni infekci, ani pfed reinfekci. Pozitivni prikaz RNA byl pfekvapivé zjistén
u vzorku pacienta,ktery mél pouze protilatky ve tfidé 19G. Z tohoto nalezu |ze usuzovat na reinfekci.
Laboratorni diagnostika pfiusnic zalozena pouze na prukazu specifickych protilatek neposkytuje
jednoznacné vysledky. Vysledky je proto nutné ovéfit prikazem virového genomu metodou PCR
PFfimy priikaz virového genomu je velmi uzite€ny, a to zejména v téch pfipadech kdy serologické testy
poskytuji nejednoznalné vysledky. K prikazu genomu je mozno pouzit dvoustupriovou i
jednostuprfiovou metodu. One tube metoda je uzivatelsky pfijemnéjSi a vyrazné snizuje riziko
kontaminace. Pozitivni prikaz virového genomu pfi pouziti in — house metody ve srovnani
s negativnim nalezem u soupravy ZJ Biotech China mlze svédgit o nizSi citlivosti komerc¢niho setu.
Z jednoho nalezu v3ak nelze ucinit jednoznaény zavér. Bude zapotfebi provést srovnavaci studii
k definitivnimu zavéru.
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Kauza legionela — molekularni biologie na stopé
Kantorova M., Mrazek J., Fischerova L.
Zdravotni ustav se sidlem v Ostravé, Centrum klinickych laboratofi, Oddéleni molekularni biologie

V nasSem prispévku informujeme o kauze legionela, kdy se nékolik navstévniki wellness hotelu
na Zlinsku nakazilo legionelou. Hledani zdroje nakaz nebylo jednoduché. Mezi nakazenymi byl i jeden
cizinec, ktery na onemocnéni zpusobené legionelou zemrel ihned po navratu do své zemé. U muze
z Prostéjova, ktery hotel navstivil pozdéji, doslo dokonce v disledku legionelové infekce
k neurologickému postizeni, které se vyskytuje jen velmi vzacné. U tohoto pacienta se nam pomoci
PCR metody podafilo zachytit DNA L. pneumophila v likvoru.

PFi hledani a potvrzovani zdroje nakazy byly pouzity molekularné biologické metody. Porovnanim
sekvencéniho typu kmenl izolovanych z pacienta a z prostfedi doSlo k identifikaci zdroje nakazy.
Informace byly pfedany epidemiologim, ktefi nafidili protiepidemiologicka opatfeni. Provozovatel
zminéného hotelu neproved! nafizena opatfeni, hotel provozoval dal a dokonce nabizel pobyty se
slevou.
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Moznosti diagnostiky nadorového rozsevu stanovenim CK19 metodou OSNA u pacientt
s plicnimi karcinomy

'Pesta M., 2Vodigka J., *Mukensnabl P., *Vejvodova S., Dolezal J., 'Dvorak P., “Kulda V.,
*Topol&an O.

!Ustav biologie, Lékarska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova v Praze

2Chirurgické1 klinika, LékaFska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova v Praze, Fakultni nemocnice Plzen
*§iklav ustav patologie, Lékarska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova v Praze, Fakultni nemocnice
Plzen

*Ustav Iékaiské chemie a biochemie, Lékarska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova v Praze, Fakultni
nemocnice Plzen

®0ddéleni nuklearni mediciny FN Plzeri a Centraini izotopové laboratore, Lékaiska fakulta v Plzni.

Uvod: Detekce pfitomnosti nadorovych bunék v lymfatickych uzlinach u nemocnych s primarnimi &i
sekundarnimi nadory plic je v sou€asné dobé limitovdna moznostmi standardnich histopatologickych
metod. Pribéh nadorového onemocnéni u nékterych pacientli nasvédcuje tomu, Ze mikrometastazy
nemusi byt pfi bézném histologickém vySetfeni odhaleny a podhodnoceni pTNM stagingu nemoci
vede k ne zcela pfesnému podani adjuvantni onkologické 1é&by.

Cil studie: Porovnani senzitivity detekce mikrometastaz v hilovych a mediastinalnich lymfatickych
uzlinach primarnich (nemalobunécénych) a sekundarnich (metastazy kolorektalniho karcinomu a
karcinomu prsu) nador( plic pomoci imunohistochemického vySetfeni a metodou OSNA.

Soubor pacienti a metoda detekce: VySetfovanou skupinou jsou pacienti podstupujici radikalni
chirurgickou 1é€bu pro nemalobunécny primarni plicni karcinom nebo pro metastazy epitelialnich
malignich nador (metastazy kolorektalniho karcinomu a karcinomu prsu). V sou€asnosti je vySetfeno
28 pacientu, u kazdého, pokud to bylo mozné, bylo stanoveni provedeno v 5 skupinach uzlin.
Zakladem metody OSNA je detekce mRNA cytokeratinu 19, zde jakozto markeru nadorovych bunék,
izotermickou amplifikaci (RT-LAMP) v homogenatu tkané lymfatickych uzlin.

Vysledky: Studie dosud zahrnuje 28 pacientl, u kterych bylo vySetfeno 350 uzlin. Mikrometastazy
byly metodou RT-LAMP pfi negativité ostatnich metod prokazany u 10 pacientd.

Zavér: Porovnani senzitivity detekce uzlinovych mikrometastdz metodou RT-LAMP,
imunohistochemického vysetfeni protilatkou CK19 a standardniho histologického vySetfeni pfispéje k
uréeni nejpresnéjsi metody diagnostiky lymfogenni nadorové diseminace. Jeji zavedeni do rutinni
praxe pak vyznamné zpfesni staging nadorového onemocnéni, coz umozni poskytnout nemocnym
adekvatni adjuvantni onkologickou lécbu, ktera povede v koneCném dusledku k zlepSeni jejich
prognozy.

Vznik prace byl podpofen projektem LFP UK SVV z.&. SVV-2015- 260 173.
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Bacillus thuringiensis jako model pro vyvoj spolehlivé metody pro detekci a kvantifikaci spor
Bacillus anthracis ze vzorku prostredi

Kralik P., Sedlackova V., Kubikova I.
Vyzkumny ustav veterinarniho Iékafstvi, v.v.i, Brno

Bacillus anthracis je v obou formach - vegetativnich burikach a sporach - etiologickym agens antraxu.
Toto onemocnéni mize zpusobit poSkozeni organismu, které je neslucitelné se zivotem. Pro svou
patogenitu mGzZe byt B. anthracis pouzit pfi vyrobé biologickych zbrani. Spory B. anthracis jsou
schopny prezit v prostifedi po velmi dlouhou dobu a tedy prostfedi pfedstavuje nejvyznamnéjsi
rezervoar tohoto patogena. Cilem této prace bylo vyvinout a optimalizovat metodu pro izolaci DNA
z vzork(l prostfedi a stérovych tamponu obsahujicich bacilarni spory. Vzhledem k vysoké patogenité
B. anthracis a potfebé& zachazeni s timto patogenem jen v zabezpe€enych laboratofich, byl jako
modelovy organismus pro optimalizaci izolace DNA z bacilarnich spor pouzit pfibuzny B. thuringiensis.
Specialné vyvinuty gPCR systém pro detekci a kvantifikaci B. thuringiensis byl pouzit k testovani
rdznych metod pro izolaci DNA z pudy a stérovych tampond. Mez detekce (LOD) spor z pldy byla
uréena na 8,85x10° spor na gram pudy. Pfi porovnani vytéznosti izolaci DNA z B. thuringiensis spor z
raznych typech pud, nejvy$si ucinnost izolace DNA byla dosazena z pisku, a to 37,2%. LOD pro
izolaci DNA ze stérovych tampon( byla uréena na 2,79x10° spor na tampon s ucinnosti 18,6%.
Optimalizovany postup izolace DNA ma zasadni vyznam pro efektivni detekci a kvantifikaci spor B.
anthracis v prostfedi, coZ jej &ini vyuzitelnym bezpeénostnimi slozkami Ceské republiky pro potfeby
v€asného varovani obyvatelstva.

Tato prace byla podpofena vramci projektu Bezpeénostniho vyzkumu Ministerstva vnitra CR
VG20102015011.
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Diagnosticky panel pro alimentarni parazity
12%Reslova N., "*Kasny M., “Slany M., *Koudela B., *Kralik P.

'Ustav botaniky a zoologie Pfirodovédeckeé fakulty Masarykovy univerzity, Brno
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“Katedra parazitologie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy, Praha

Modernizace zemédélskych praktik smérem k bio-produkci a alternativnim mens§im chovim,
globalizace potravinového trhu se vzrlstajicim transportem zvifat a v neposledni fadé zmény klimatu,
maji za nasledek zvySovani rizika spojeného se Sifenim riznych vaznych onemocnéni, z nichZ mnoha
jsou vyvolana parazity alimentarniho plvodu. VSechny tyto skute¢nosti umochuji potfebu vyvoje
novych diagnostickych nastroju zaméfenych na detekci téchto patogennich agens v potravinach a
potravinovych produktech uréenych pro lidskou spotfebu.

V souvislosti s touto problematikou je naSe prace zaméfena na vyvoj spolehlivé a komplexni
molekularné-diagnostické metody, vyuzitelné pro rychlou kontrolu masa a masnych vyrobk( na trhu.
Za timto ucelem jsme experimentalné ovérovali vysoce citlivou metodu multiplexni oligonukleotidové
ligace - PCR (MOL-PCR). V kombinaci s detekéni platformou zalozenou na magnetickych
mikrosférach a vyhodnocenim prostfednictvim MAGPIX analyzéru, predstavuje tato metoda velmi
robustni diagnosticky pfistup, umoznujici pfimé kvantitativni/kvalitativni simultanni testovani
komplexnich a smésnych vzorkd.

Do dnedni doby byly provedeny preliminarni optimalizacni experimenty, pro néz byly navrzeny
specifické molekularni sondy umoznujici detekci DNA dvou parazitickych ¢ervll - Trichinella spiralis
(Cast sekvence 18S rRNA genu) a Taenia saginata (Cast sekvence pro mitochondrialni gen COX1).
V soucasné dobé se optimalizaci podrobuje i postup celkového zpracovani vstupniho vzorku a izolace
DNA.

Podékovani: Vyzkum byl podpofen z projektu Ministerstva zemédélstvi MASO (QJ1210113),

Ministerstva Skolstvi, mladezZe a télovychovy COST CZ (LD15056) a z projektu Masarykovy univerzity
(MUNI/A/1484/2014).
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Cystatiny parazitickych hlistic rodu Trichinella a jejich detekce s vyuzitim xMAP technologie
1238korpikova L., ““Kasny M., *Slany M., *Kralik P., *Koudela B., ‘Gelnar M.
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“Katedra parazitologie, Pfirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova v Praze, Praha

Zastupci rodu Trichinella se fadi do kmene Nematoda, ktery sdruzuje velmi pocetnou skupinu
parazitickych hlistic. Jedna se o celosvétové roz§ifené organismy infikujici travici soustavu a bunky
pfiéné pruhovaného svalstva. Napadaiji Siroké spektrum hostitel(i, mezi kterymi jsou zastoupeni savci,
ptaci i plazi. Sedm (T1, T2, T3, T4, T5, T6 a T10) z dvanacti znamych genotypl je prokazanymi
zoondzami, které u ¢lovéka zpUsobuji zavazné a ¢asto smrtelné onemocnéni nazyvané trichineléza.

V prabéhu zivotniho cyklu produkuji hlistice rodu Trichinella celou Fadu funkénich molekul, z nichz
je velka Cast obsazena v exkre¢né-sekrecnich produktech (E-S produkty). Jedna se o smés latek
vyluéovanych do vnéjsiho prostfedi, které se podili na mnoha vyznamnych fyziologickych procesech
pfi vyvoji parazita, ale také na ovliviiovani imunitnich reakci hostitele.

Mezi proteiny zastoupenymi ve vysoké koncentraci v E-S produktech byly identifikovany mimo jiné
také cystatiny. Cystatiny jsou reverzibilni inhibitory proteolytickych enzymi - cysteinovych peptidaz
skupiny C1 a C13. Sdruzuji velkou skupinu evolué¢né pfibuznych inhibitorl, které sdili urcitou
sekvencni a strukturalni podobnost.

Nase prace je zaméfena na charakterizaci “multi cystatin-like domain” (mcd-1) gen( a protein( dvou
druh@ Trichinella spiralis a T. pseudospiralis. Dosud byly ziskany kompletni sekvence mcd-1 genl
obou modelovych organizmd a s vyuzitim expresniho systému Escherichia coli byly pfipraveny
rekombinantni analogy MCD-1 protein(.

DalS$im cilem prace je wvyuziti rMCD-1 molekul pfi vyvoji spolehlivé molekularni metody
pro kvantitativni a kvalitativni diagnostiku parazitickych hlistic rodu Trichinella. Za timto u&elem bude
vyuzita detekéni technologie xXMAP, ktera je zaloZena na magnetickych mikrosférach a nasledném
vyhodnoceni signalu prostfednictvim pfistroje MAGPIX.

Podékovani:

Tento vyzkum byl podpofen z Operaéniho programu Vyzkum a vyvoj pro inovace
(CZ.1.05/1.1.00/02.0068), Ministerstvem $kolstvi, mladeze a t&lovychovy Ceské republiky (COST CZ
€. LD15056 a Grant CONTACT II €. LH12096), projektem Univerzity Karlovy v Praze (Unce 204.017,
PRVOUK P41, SVV) a projektem Masarykovy univerzity (Grant BIDA4 ¢. MUNI /A/ 1484/2014).
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Vyskyt vyznamnych virG zpUsobujicich alimentarni infekce v potravinovém fetézci masnych
vyrobku

Vas$i¢kova P., Kubankova M., Mikel P., Lorencova A.
Vyzkumny ustav veterinarniho Iékarstvi, Brno

Velkou oblasti sou¢asného zajmu se stavaji viry ve spojitosti s alimentarnimi infekcemi. Vysledky
nedavnych studii z riznych &asti svéta ukazuji, Ze tyto infekce jsou velmi Casté i pfes opatfeni, ktera
maji za cil minimalizovat rizika se zaméfenim na bakterialni kontaminace potravinovych fetézcu.
Nefunkénost dosavadnich opatfeni je dana odliSnymi viastnostmi vir(l a bakterii. Tato fakta vedou ke
snaze vytvorit pravé takova opatfeni, ktera budou zaméfrena nejen na bakterialni ale také na virové
puvodce infekci z potravin. O duleZitosti oblasti virologie potravin svéd¢i i zahrnuti virl zplsobujicich
alimentarni infekce do Codex Alimentarius.

Za nejcastéjsi plvodce alimentarnich infekci jsou povazovany noroviry, virus hepatitidy A a virus
hepatitidy E. Hlavni zdrojem norovirovych infekci a hepatitidy A jsou lidé, rezervoarem viru hepatitidy
E vrozvinutych zemich jsou prasata domaci, prasata divoka a jelenoviti. Z tohoto dlivodu byl
v potravinovém fetézci veprovych masnych vyrobk( a jeho prostfedi (od farmy az po trzni sit)
primarné sledovan vyskyt viru hepatitidy E. Na Urovni zpracovatelskych zavodl a v trzni siti byly
monitorovany humanni noroviry a virus hepatitidy A. Cilem pfispévku je podat informace o vyskytu viru
hepatitidy E v potravinovém fetézci masnych vyrobkl a o pomérné zavazném prikazu norovir(
na urovni prodeje uzenin.

Vysledky studie byly ziskany za podpory projektd MSMT (LO1218) v ramci programu NPU |, MZ
NT13884-4/2012 a MZe QJ1210113.
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Molekularni typizace kmenl Klebsiella pneumoniae s produkci Sirokospektré betalaktamazy
typu ESBL izolovanych v Pardubické nemocnici

Barekova L.>®, Svandova L.%, Tkadlec J.2, Melter 0.2, Zalabska E.*, Hanovcova 1.2, Halamickova Z.*
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Klebsiella pneumoniae je typicky nemocni¢ni patogen, vyvolava hlavné respira¢ni infekce
(ventilatorova pneumonii, nozokomialni sinusitidu), a uplatfiuje se v etiologii mocovych, nitrobfiSnich
infekci a infekci v misté chirurgického vykonu. K. pneumoniae je vyznamnym plvodcem infekci
krevniho felisté, jak sekundarnich, tak katétrovych, které Casto probihaji jako téZka sepse nebo
septicky Sok. V poslednich letech pfedstavuje celosvétové zavazny problém Sifeni kmen( s produkci
Sirokospektrych betalaktamaz — ESBL, které hydrolyzuji peniciliny, cefalosporiny vSech generaci a
monobaktamy. Tyto kmeny jsou dale ¢asto rezistentni k dal§im skupinam antibiotik, nap¥. chinolondm.
Multirezistence ma dopad na morbiditu, mortalitu, na prodlouzeni hospitalizace a zvySeni nakladi na
péci.

V ramci rutinni surveillance infekci krevniho fecisté spojenych se zdravotni péci (NIKR) v Pardubické
nemocnici byla v prvnim pololeti roku 2015 zjiSténa produkce ESBL téméfF u 80 % kmend K
pneumoniae izolovanych u pfipadd téchto invazivnich infekci (na standardnich oddélenich to bylo 60
% kmenu, na oddélenich intenzivni péCe byly vS8echny kmeny K. pneumoniae izolované u pfipadu
NIKR producenty ESBL). V ramci screeningu multirezistence byl také zaznamenan vzrastajici zachyt
kmenu K. pneumoniae s produkci ESBL (evidovan vzdy prvni kmen izolovany od pacienta). V prvnim
pololeti roku 2014 to bylo 130 izolatd, v prvnim pololeti roku 2015 jiz 179 izolatd.

Pro objasnéni Sifeni téchto kmend v nemocnici byla provedena genotypova analyza kmenl K.
pneumoniae izolovanych v fijnu a listopadu 2015. Kmeny byly nej¢astéji izolovany z moci, dychacich
cest a z vytérl zrekta. Do studie byl zafazen vzdy prvni kmen izolovany od pacienta. Ve sdéleni
budou prezentovany vysledky makrorestrikéni analyzy DNA provedené pomoci pulzni elektroforézy.
56 kmenu (24 kmenu bylo izolovano od pacientl hospitalizovanych na jednotkach intenzivni péce, 25
kmenl od pacientu ze standardnich oddéleni, 7 kmenl od ambulantnich pacientd a pacientd
z oddéleni nasledné péce).

Prace byla provedena za finan¢ni podpory projektu v ramci specifického vyzkumu FVZ UO
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Izolace virovych €astic ze vzorki pitnych a uzitkovych vod
Hrdy J. *, Vasi¢kova P.*, Mikel P.*?

Vyzkumny ustav veterinarniho lékafstvi, v.v.i, Brno
?Ustav experimentalni biologie, Pfirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita, Brno

Spektrum a incidence virovych onemocnéni spojenych s vodnimi zdroji v poslednich letech narusta,
a ¢im dal vétsi pozornost je tak vénovana virim jakozto podstatnym pfi¢inam onemocnéni spojenych
pravé s kontaminovanou vodou nebo potravinami (Cerstvé ovoce, zelenina, moiské plody a jiné
potraviny k ph’mé konzumaci) Tento nérﬂst Ize véak pﬁél'st zejména zvySujicimu se zéjmu o toto téma
nékolik vyznamnéjsich pfipadu z poslednl doby, tak ma za nasledek zvysSenou pozornost ohledné
zajisténi bezpeénosti a kvality vodnich zdroju. Sifeni vird zpGsobuijicich alimentarni infekce nejéastgji
probiha prostfednictvim mezilidského kontaktu, vyznamny podil na jejich Sifeni ma vSak i pfenos
prostfednictvim kontaminované vody, ktera muaze byt nasledné také zdrojem sekundarnich
kontaminaci potravin. Metody pro izolaci a detekci virGd tak hraji kli€ovou roli pfi prikazu téchto
patogenu a pfi stanoveni pfipadnych rizik, kterd se poji s uzivanim pitné a uzitkové vody. Testovani
vod na pfitomnost virovych patogen( nepatfi mezi standardné provadéné procedury, coZ spolu
s nedostatkem standardizovanych protokoll pro izolaci rdznych skupin vird z vodniho prostfedi
predstavuje problém a mlze vést k podcenéni pfipadnych rizik. RUzné pfistupy jsou €asto Uzce
aplikovatelné, a proto je zapotfebi optimalizovat metody pro dany typ vod i konkrétni virové agens.
Cilem pfispévku je porovnani metodickych postupu k analyze vybranych druhd vod pro citlivou izolaci
a naslednou detekci virovych Castic z tohoto prostfedi. K ovéfeni ucinnosti pfi vybéru a optimalizaci
izolagnich metod byly pouZity uméle pfipravené pseudovirionové €astice odvozené od bakteriofaga
MS2, do jejichZ genomu byla vloZena zcela unikatni sekvence (Pasloske a kol. 1998, Mikel a kol.
2015). Detekce byla provedena reverzné transkripCni polymerazovou fetézovou reakci v realném Case
(RT-gPCR), ktera umoziiuje kvantifikaci virové naloZe ve vzorku a tak stanoveni u&innosti celého
analytického postupu. Na zakladé ziskanych zkuSenosti a vysledkud byla vybrana nejvhodnéjsi metoda
izolace virovych &astic z riznych typa vod.

Prace byla provedena za podpory projektd MZE QJ1210114 a MSMT LO1218.
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Sledovani vyskytu viru hepatitidy E a Toxoplasma gondii v nové zalozeném obornim chovu
prasat divokych

Kubankova M., Lorencova A.%, Slany M.*, Lamka J.?, Vasigkova P.!
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Se vzrlstajicim zajmem o zvéfinu vzrlsta i riziko vzniku zoonotickych onemocnéni u konzument(. Ve
dvouleté studii jsme se zaméfili na nové zalozeny oborni chov prasat divokych (Sus scrofa), a to
konkrétné na sledovani prevalence vyskytu viru hepatitidy E (HEV) a nitrobunééného parazita
Toxoplasma gondii (T. gondii); dvou vyznamnych plvodcl zoonotickych onemocnéni. HEV genotyp 3
a 4 je rozSifen v chovech prasat domacich i v populacich prasat divokych. Tato zvifata tvofi vyznamny
rezervoar HEV a podileji se tak na jeho Sifeni. V pfipadé T. gondii jsou definitivnimi hostiteli koCkovité
Selmy. Prasata divoka spoleCné s dalSimi teplokrevnymi obratlovci vCetné c¢lovéka maiji roli
mezihostitele, v jehoz organismu tvofi T. gondii cysty s vyraznou afinitou k nervové a svalové tkani.
Pro molekularné biologickou detekci RNA HEV ve vzorcich jater, zlu€i a trusu byla vyuzita RT-qPCR.
K detekci specifickych protilatek proti T. gondii ve vzorcich séra a/nebo masové stavy byl pouzit
komeréné dostupny kit (ID Screen® Toxoplasmosis Indirect Multi-species ELISA kit, IDVET, Francie).
Detekce DNA parazita ve svaloviné brani¢nich pilifa byla provedena pomoci qPCR. V prvnim roce
studie byla pfitomnost RNA HEV prokazana ve vzorku trusu u jednoho zvifete a protilatky proti T.
gondii u 44,33 % (43/97) zvifat zakladajicich oborni chov. V druhém roce studie po provedeném
odstfelu byla zjisténa pfitomnost protilatek proti T. gondii u 21,65 % (21/97) zvifat a DNA parazita byla
detekovana ve tkani u 26,8 % (26/97) zvifat. Pfitomnost RNA HEV byla prokdzéna alespori v jednom
vzorku u 7,55 % (8/106) prasat divokych.

Vysledky studie potvrdily, Ze prasata divoka jsou vyznamnym rezervoarem T. gondii i HEV. Z hlediska
ochrany zdravi €lovéka je hlavnim opatfenim dostate¢né tepelné oSetfeni zvéfiny a vyrobkd z ni
spole¢né s dodrzovanim hygienickych navykl pfi vyvrhovani zvéfe po odstfelu, pfi manipulaci se
zvéfinou béhem jejiho zpracovavani az po konzumaci.

Vysledky projektu LO1218 byly ziskany za finanéni podpory MSMT v ramci programu NPU |, grantu
MZ NT13884-4/2012 a QJ1210113.
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Vyuziti genu pro zeleny fluorescenéni protein k lokalizaci proteinu v bunkach patogenni
kvasinky Candida parapsilosis

Maijtnerova, P.!, Michalcova, L.", Hruskova-Heidingsfeldova, O."?

1l:Jniverzita Pardubice, Fakulta chemicko-technologicka, Katedra biologickych a biochemickych véd
?Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Praha

Zeleny fluorescenéni protein (GFP) je dnes uz téméF nepostradatelnym nastrojem pro lokalizaci
proteind v bunce. Vektory umoznujici konstrukci chiméry slozené ze studovaného genu a GFP jsou
komercné dostupné. Pro lokalizaci proteind v kvasinkach byl GFP optimalizovan (yeast enhanced
green fluorescent protein, yEGFP). U méné studovanych kvasinkovych druhl vSak lokalizace protein(
pomoci GFP stale vyZaduje zvy$ené Usili spojené se zavadénim a optimalizaci systému.

Candida parapsilosis sekretuje do extracelularniho prostoru aspartatové proteazy s Sirokou
substratovou specifitou, které se podileji na degradaci hostitelskych bariér a napomahaji vzniku
infekce. Z rodiny izoenzym( sekretovanych aspartatovych proteaz C. parapsilosis (Sapp) jsou dva
plné sekretovany, ale tfeti nebyl v kultivaCnich médiich nikdy detekovan. Pfedpokladali jsme, ze tato
proteaza Sapp3p je lokalizovana v bunécné sténé nebo v plasmatické membrané. K ovéreni této
hypotézy jsme pouzili kmen C. parapsilosis Asapp a vektor pPK5-SAPP3-GFP.

Vychozi plasmid pPK5, zkonstruovany ve skupiné Prof. Jozefa Noska (Universita Komenského,
Bratislava), obsahuje kromé genu YyEGFP také gen CalMH3, kodujici inosinmonofosfatdehydrogenazu
a slouzici jako selekéni marker (rezistence vici kyseliné mykofenolové)l. Sekvenci kodujici Sapp3p
jsme vlozili za galaktézovy promotor GAL1, tak, aby na jejim 3’konci byl yYEGFP a nedoslo ke zméné
Cteciho réamce. Takto vznikly vektor pPK5-SAPP3-GFP jsme elektroporaci transformovali do
kompetentnich C. parapsilosis Asapp2 a spravné klony selektovali na pevné pudé obsahujici kyselinu
mykofenolovou a galaktézu jako jediny zdroj uhliku. Kmen ASAPP-Sapp3p-GFP jsme kultivovali
nejprve v médiu obsahujicim laktézu jako jediny zdroj uhliku. Poté jsme kvasinky pfevedli do média
s galaktozou a pomoci fluorescenénicho mikroskopu jsme sledovali syntézu a lokalizaci chiméry
Sapp3p-GFP. Vysledky potvrdily nas pfedpoklad, ze Sapp3p je lokalizovana pfedevsim na povrchu
bunék. Zaroven jsme potvrdili, ze YyEGFP je vhodné pro lokalizaci protein v C. parapsilosis a
optimalizovali jsme pfislusné postupy.

Literatura
1. Kosa, P. et al. (2007). Gene, 396, 338-345.
2. Horvath P. et al. (2012) J. Infect. Dis. 205, 923-933.

Tato prace vznikla za finanéni podpory Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubice,
studentsky projekt SGFCht 05/2015.
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Predstaveni xMAP technologie a moznosti jejiho vyuziti
Michna V.*?, Reslova N.**, Mikel P."?, Slany M.
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Jednou z technologii umoznujici multiplexni analyzu vzorkl je xMAP technologie (x=analyte,
MAP=Multi Analyte Profiling). xMAP technologie je zalozena na kombinaci existujicich laboratornich
metod jako jsou PCR, prlitokova cytometrie a ELISA a umoznuje detekci a kvantifikaci vice nez 100
rdznych analytd (nukleovych kyselin nebo proteind) soucasné v pribéhu jedné reakce. xMAP
technologie vyuziva polystyrenové fluorescenéné barvené mikrokulicky, které na svém povrchu
obsahuji ligandy, ke kterym se poté vaze specificky analyt ze vzorku. Pro detekci a kvantifikaci analytu
slouzi pFistroje méfici fluorescenci reportérového fluoroforu. Podle typu detekovaného analytu je
xMAP technologie vyuzivana k identifikaci rdznych analytd. Pro multiplexni detekci a kvantifikaci
nukleovych kyselin ve vySetfovanych vzorcich pomoci xMAP technologie je mozné pouzit metody
zalozené na DNA hybridizaci, kompetitivni DNA hybridizaci, sekven¢né specifické enzymatické reakci,
oligonukleotidové ligacni reakci (oligonucleotide ligation assay=OLA), multiplexni oligonukleotidové
ligatni PCR reakci (multiplex oligonucleotide PCR assay=MOL-PCR), alelové specifickém
prodluZzovani primerl (allele-specific primer extension=ASPE) nebo jedno-bazovém prodluzovani
fetézce (single base chain extension=SBCE). Tyto metody lIze aplikovat napf. pro sledovani genové
exprese, analyzu microRNA (mRNA), detekci jedno-nukleotidovych polymorfismG (SNP), detekci
specifickych sekvenci nebo sledovani genu podilejicich se na vzniku geneticky podminénych
onemocnéni. Multiplexni detekce a kvantifikace proteind ve vySetfovanych vzorcich pomoci xMAP
technologie umozriuje napf. stanoveni koncentrace cilovych protein(i (enzym0, protilatek, cytokind,
krevnich antigent, hormonu) ve vySetfovanych vzorcich. Tato technologie tak predstavuje alternativu
misto bézné pouzivanych metod jako je napf. ELISA. V oblasti bezpecnosti potravin 1ze xMAP
technologii uplatnit pfi detekci a kvantifikaci vyznamnych alimentarnich patogend zahrnujicich
nejenom bakterie, ale také viry a parazity. Jejich detekce a kvantifikace muze byt zaloZzena na prukazu
nukleovych kyselin, ale také proteind, sacharid(i, bakterialnich toxinG a jinych makromolekul. xMAP
technologie tedy pfinasi do rutinni analyzy vzorkll moznost velmi rychlé identifikace obrovského poctu
rdznorodych cild v prabéhu jedné reakce za velmi kratkou dobu a za pouziti velmi malého mnozstvi
vstupniho materialu. Mezi dalSi obrovské vyhody xMAP technologie se fadi jeji uZivatelsky
jednoducha modifikovatelnost a také velké mnoZstvi komeréné dostupnych xXMAP detekénich souprav.

Tato prace vznikla v ramci projektu Bezpeénostniho vyzkumu Ministerstva vnitra CR VI 20152020044.
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Jednoplazmidovy dvouexpresni His-tag systém pro produkci MS2 phage-like ¢astic
“*Mikel P., *Vasickova P., 'Kralik P.
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Uvod: MS2 phage-like &astice jsou uméle pripravené pseudovirionové &astice odvozené od
bakteriofaga MS2 (Pasloske et al., 1998). Tyto €astice obsahuji unikatni kontrolni RNA sekvenci a
slouzi jako tzv. kontrola celého procesu analyzy vzork( na pfitomnost patogennich RNA virll metodou
reverzné transkripCni polymerazové reakce v realném Case (RT-qPCR). Ke kazdému vzorku jsou na
pocatku analyzy pfidany &astice v urCité kvantité a RNA je poté izolovana standardnimi postupy. Na
konci analyzy je mozné prostfednictvim kvantifikace MS2 phage-like ¢astic kvantifikovat také Gcinnost
izolace RNA u kazdého vzorku. V sou¢asné dobé existuje mnoho riznych pfistupt k produkci téchto
Castic (Mikel et al., 2015). Nami navrzeny tzv. jednoplazmidovy dvouexpresni His-tag systém
zjednodusuje produkci, purifikaci a kvantifikaci MS2 phage-like €astic, ¢imz dale usnadriuje jejich
vyuziti v rutinni analyze RNA virU.

Metodika: Jednoplazmidovy dvouexpresni His-tag systém se sklada z expresniho vektoru nesouciho
dva T7 promotory. Za prvni T7 promotor byl klonovan synteticky DNA konstrukt nesouci sekvence
bakteriofaga MS2 nutné pro vznik &astic spolu se specifickou inzeréné fuzni mutaci umoznujici
purifikaci ¢astic pomoci His-tag afinitni chromatografie. Za druhy T7 promotor byla klonovana unikatni
kontrolni sekvence spolu s C-variantou tzv. pac mista umozfujiciho zabaleni kontrolni sekvence do
proteina Castic s vyssi specifitou (Wei et al., 2008). Pfi pfipravé expresniho vektoru a produkci MS2
phage-like &astic byly vyuzity metody molekularni biologie, jako jsou PCR, klonovani, sekvenovani,
transformace kompetentnich bunék, western blot a dal8i. Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)
byla vyuZita k ovéfeni uspé&3ného sestavovani MS2 phage-like &astic. MS2 phage-like €astice byly
dale testovany na schopnost odolavat pusobeni RNaz. Pfitomnost His-tagu v kapsidu MS2 phage-like
¢astic byla také vyuzita k novému zpUsobu kvantifikace pomoci fluorescenéné znacenych protilatek na
pfistroji NanoSight.

Zavér: Jednoplazmidovy dvouexpresni His-tag systém pro produkci MS2 phage-like €&astic byl
Uspésné zkonstruovan. Systém v sobé integruje vSechny doposud znamé poznatky o produkci MS2
phage-like &astic. Prostfednictvim tohoto systému je mozné jednoduse a efektivné purifikovat MS2
phage-like Castice pomoci His-tag afinitni chromatografie, coz zna¢né zjednoduSuje jejich pfipravu.
Dale je mozné pfipravit MS2 phage-like €astice s riznou délkou kontrolni sekvence (100 nt — 3000 nt),
pric¢emz tyto Castice obsahuji pouze poZadovanou kontrolni sekvenci bez sekvenci bakteriofaga MS2.
Produkované MS2 phage-like Castice se vyznacuji vysokou Cistotou, homogenitou a stabilitou vUgi
RNazam a je také moZzné je pfesnéji kvantifikovat s vyuzitim nové technologie NanoSight.

Tato prace byla podpofena granty NT13884-4/2012 MZ CZ a MSMT CR pod programem NPU |
(projekt LO1218).
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Food and Environmental Virology, v. 7, p. 96-111.

2. Pasloske, B. L., C. R. Walkerpeach, R. D. Obermoeller, M. Winkler, and D. B. DuBois, 1998, Armored RNA technology for
production of ribonuclease-resistant viral RNA controls and standards: Journal of Clinical Microbiology, v. 36, p. 3590-3594.

3. Wei, B. J., Y. X. Wei, K. Zhang, C. M. Yang, J. Wang, R. H. Xu, S. Zhan, G. G. Lin, W. Wang, M. Liu, L. N. Wang, R. Zhang,
and J. M. Li, 2008, Construction of armored RNA containing long-size chimeric RNA by increasing the number and affinity of the
pac site in exogenous RNA and sequence coding coat protein of the MS2 bacteriophage: Intervirology, v. 51, p. 144-150.

35


mailto:beranek@lfhk.cuni.cz

POSTER 7
Mgr. Romana Moutelikova

Vyzkumny ustav veterinarniho |ékarstvi, v.v.i.

Hudcova 70

621 00 Brno

tel.: +420 533 331 101
e-mail: moutelikova@vri.cz

Geneticka analyza rotaviri skupiny A u divokych prasat v Ceské republice; detekce
zoonotickych kment
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Rod Rotavirus je taxonomicky fazen do Celedi Reoviridae a jednotlivé skupiny rotavir( pfedstavuji
samostatné druhy. Kompletni virion rotavirG ma v praméru 70-75 nm (se spiky proteinu VP4 az 100
nm) a je tvofen jadrem s 11 segmenty dsRNA, které je uzavfeno tfemi koncentrickymi vrstvami
proteind. Jednotlivé segmenty RNA genomu koduji Sest strukturalnich virovych proteint (VP1 — VP4,
VP6 a VP7) a pét (pfipadné Sest u nékterych rotavirl A) nestrukturalnich proteind (NSP1 —
NSP5/NSP6).

Jediné rotavirové skupiny, které jsou schopné zpUsobit prdjmové onemocnéni u lidi, jsou skupiny A, B,
C aH (RVA, RVB, RVC, RVH), které byly také prokazany u rtznych druht domacich zvifat a dribeze.
kazdorocné jsou pfi€inou vice nez 400 000 umrti u déti mladSich 5 let. Divoka zvifata jsou pokladana
za rezervoar virQ, bakterii a paraziti, které mohou byt pfenasena na domaci zvifata a lidi. Rotaviry
byly zjistény u mnoha divokych zvifat i zvifat chovanych v zoologickych zahradach. Prace zabyvajici
se vyskytem rotavirl u divokych prasat jsou v$ak ojedinélé, zfejmé pfedevS§im z diavodu velmi
obtizného ziskavani vzorku. Vzhledem k ¢astym pfipadim reasortmentu genovych segmentu rotavird
a k jejich prokazanému zoonotickému potencialu jsou studie vyskytu rotavir( u zvifat Zijicich v blizkosti
Clovéka dllezité pro objasnéni evoluce a ekologie rotavirQ.

V nasi studii vyskytu RVA u divokych prasat byl RVA prokazan v 5 (2,5%) z 203 testovanych vzorkd,
z toho ve dvou pfipadech ve spolecné infekci s RVC. VSechny RVA-pozitivni vzorky pochazely od
prasat mladSich nez 6 mésicl, coz koreluje s faktem, Ze morbidita RVA klesa s vékem zvifat.

U ¢&tyf RVA-pozitivnich vzorkd byly stanoveny G, P a | genotypy (genomové segmenty VP7, VP4 a
VPG6). Zjisténé kombinace genotypu byly G4P[6]I5 (vzorek CZE/P211/2014), G11P[13]I5 (vzorek
CZE/P218/2014), G4P[25]I11 (vzorek CZE/P70/2015) a G5P[13] (vzorek CZE/P245/2014), kde se
nepodafilo ziskat hodnotitelnou sekvenci pro gen VP6 (I-genotyp). V provedené fylogenetické analyze
genu VP4 vzorek CZE/P70/2015 vykazal nejblizSi podobnost pouze s lidskymi kmeny, které byly
izolovany v Asii. Tyto RVA kmeny s genotypem P[25] byly celogenomové sekvenovany a byl u nich
zjistén plvod spole¢ny s porcinnimi kmeny. Z toho lze usuzovat na dfive probéhly reasortment
porcinnich a lidskych kmenl. Plvod segmentu VP4 s genotypem P[25] vS8ak nebyl uspokojivé
vysvétlen. Tento P[25] genotyp byl dosud zjistén vyluéné v lidskych vzorcich zoonotického puvodu
(porcinni-lidské reasortanty), nicméné Zadny zvifeci rezervoar nebyl dosud prokazan. Cesky izolat
CZE/P70/2015 nesouci pravé tento P[25] genotyp by tento chybéjici spojovaci ¢lanek mohl nabidnout.
Typizace VP6 segmentu pfifadila kmen CZE/P70/2015 do genotypu I1, ktery u prasat sice byl popsan,
ale mnohem Castéji byva nalézan u RVA lidského plivodu jako jeden ze dvou nejbéznéjSich I-typa.
NaSe vysledky naznaduji, ze RVA pfitomné u divokych prasat mohou pfedstavovat zdroj potencialni
infekce pro Clovéka.

Tato prace byla provedena s podporou vgrantﬂ Ministerstva zemédélstvi CR (QJ1510108) a
Ministerstva Skolstvi, mladeZe a télovychovy CR (projekt LO1218 v ramci programu NPU 1).
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Analyza dosud necharakterizovanych otevienych ¢tecich ramci patogennich kvasinek
Candida albicans a Candida parapsilosis

Papik J., HostaSova D., Kroova E., Janovska S., Blaha J., Jarkovska D., Kup&ik R., Dostal J.,
Bilkova Z., HruSkova-Heidingsfeldova O.

Vyznam patogennich kvasinek rodu Candida z hlediska humanni mediciny stoupa spolu se
stoupajicim poétem imunosuprimovanych pacientd. Kromé toho jsou tyto kvasinky v popfedi zajmu
Z hlediska evolu¢ni a komparativni genomiky eukaryot a jsou dnes v mnohém ohledu povazovany za
modelové organismy. Candida albicans je v klinické praxi nejfrekventovanéjsi a proto také nejvice
studovana patogenni kvasinka. Jeji genom je v anotované podobé vefejné pristupny od roku 2004 (1).
Candida parapsilosis je méné agresivni, pfedstavuje vSak znacéné riziko pro specifické skupiny
pacientd, napf. nedonoSené novorozence. Jeji genom je vefejné pristupny od roku 2009 (2).

Ackoli jsou C. albicans i C. parapsilosis studovany z mnoha hledisek, velka &ast jejich genomu
sestava z dosud necharakterizovanych ¢&tecich ramcd (orf). Na podzim 2015 chybély jakékoli
experimentalni udaje k vice nez 70 % orf C. albicans a 99 % orf C. parapsilosis (3), pfiemz i stavajici
charakterizace mnohdy vychazi spiSe ze srovnani s homology v Saccharomyces cerevisiae. Toto je
jednim z daivodd, pro¢ jsme vybrané orf z nejméné jedné kvasinky amplifikovali a vlozili do plasmidud
pro expresi v Escherichia coli, tak, aby vznikly konstrukty s histidinovou kotvou, umoznujici snazsi
purifikaci vzniklych protein(i. Ziskané proteiny pak analyzujeme z hlediska funkce a porovnavame
zjisténé vysledky s predikci zalozenou na porovnani s homologickymi geny z jinych organism.

Takto postupné charakterizujeme geny NCE103 (koduje karbonickou anhydrazu, enzymova aktivita
potvrzena pro CpNcel03p), PHO15 (kdduje pravdépodobné cytosolarni alkalickou fosfatazu), HET1
(kdduje pravdépodobné sfingolipidtransferazu), APR1 (koduje vakuolarni aspartatovou proteazu,
potvrzena schopnost autokatalytické aktivace). Volba téchto genl byla motivovana bud jejich
pravdépodobnym vyznamem pro virulenci patogennich kandid, nebo pfedpokladem jejich vzajemné
interakce. Vysledky nasi prace tak pfispivaji k postupnému odhalovani struktury dédi¢né informace
rodu Candida a vztahu specifickych ¢tecich ramcl k imunopatologickym vlastnostem studovaného
organismu.

Literatura:

1. Weig, M. a Brown, A.J.P. (2007) Trends Microbiol 15, 310-317.
2. Butler, G. et al. (2009) Nature 459, 657-662.

3. www.candidagenome.org

Tato prace vznikla za finanéni podpory Fakulty chemicko-technologické University Pardubice,
studentsky projekt SGFChT05/2015
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Pfinos molekularné-biologickych diagnostickych metod pro identifikaci pficin slabé kondice
véelstev v Ceské republice

'Prodélalova J., Foralova A., "Moutelikova R., *kamler M., *Titéra D.

1V)’/zkumny ustav veterinarniho 1ékafstvi, v.v.i.
*Pfirodovédecka fakulta Masarykovy univerzity
3V)’/zkumny ustav vcelarsky, s.r.o.

V mnoha oblastech svéta, zejména v Evropé a Severni Americe, je v poslednich deseti letech
popisovana ztrata kondice vé&elstev, v mnoha pFipadech spole¢né s jejich uhyny. Ani Ceské republice
se nevyhnula vina velkych uhynd véelstev. V letech 2007 a 2008 podle odhadl uhynulo asi 30%
vCelstev a obdobna situace se opakovala i na pfelomu lofiského a letoSniho roku.

Pozorované symptomy jsou mnohdy nespecifické a jejich pfi€iny zlstavaji neobjasnéné. Mezi
nejCastéji zjisténé symptomy patii nalezy mrtvych vcelstev, v€elstva s velkym poctem uhynulych vcel,
zmizela vcelstva a celkové slaba vcéelstva s nizkou produkci medu. Pfi¢ina téchto negativnich jeva
nebyla doposud s jistotou objasnéna. S nejvétsi pravdépodobnosti se jedna o soucasné plsobeni
vice faktord. Mezi podezfelymi Ciniteli se objevuji napfiklad klimatické zmény, sniZzovani genetické
variability vCelstev, elektromagnetické zafeni, virové a bakterialni patogeny, parazité (roztoCi a
mikrosporidie); a vlivy intenzivniho zemédélstvi, jako jsou napfiklad pesticidy (fungicidy, herbicidy a
insekticlidy), nedostatek kvetoucich rostlin slouzicich jako potrava véel nebo geneticky modifikované
plodiny".

Patogenni mikroorganismy pfedstavuji pro véelafstvi jednozna&nou hrozbu, coZz potvrzuji aktuélni
vysledky. Viry ohrozuji vCelstva zejména v soucinnosti s parazitickym roztoéem Varroa destructor,
ktery je povazovan za nejvétsi hrozbu moderniho v&elafstvi. Tento rozto€ pfispiva k Sifeni vird sanim
hemolymfy v€el a ke zvySovani jejich virulence. PloSné rozSifeni parazitd a patogen( véel a vysoka
hustota zav€eleni vede k tomu, Ze vCelstva maji ¢asto nékolik infekci soutasné. Diky synergickému
efektu patogentt mohou koinfekce vést ke kolapsum vcelstev. Symptomaticky vSak nelze odlisit fadu
pfi¢in problém( vCel, zvlasté kdyz se jedna o kombinaci patogennich agens. Diky molekularné
genetickym metodam je vak mozné rozlisit fadu virovych a mikrosporidiovych infekci.?

S vyuzitim reverzné — transkripéni PCR provadime v ramci epidemiologické studie vySetfeni vCelstev
pochazejicich z riznych mist Ceské republiky. Ve vzorcich dospélych véel, pfipadné plodu nebo
rozto€l detekujeme nukleovou kyselinu celkem dvanacti v€elich virGd. Vzhledem k plasticité genomu
RNA virll pouzivame vice detekénich cild. V soucinnosti se véelafi jsou také sbirany udaje o
v€elstvech vcéetné jejich zdravotniho stavu a pfipadnych symptom(d onemocnéni a miry infestace
roztoCem V. destructor. Pfedbézné vysledky ukazuji, ze nejCastéji je diagnostikovana infekce virem
deformovanych kfidel (DWYV), coz je nejbéznéjSi véeli virus, ktery je rozSifen diky asociaci s V.
destructor.

Virové infekce predstavuji znacéné, avSak skryté riziko, nejenom pro véelu medonosnou (Apis
mellifera), ale také pro volné Zijici druhy opylujiciho hmyzu, jako jsou Emelaci, v€ely samotarky, vosy a
pestfenky. DalSi vyzkumy v této oblasti maji proto velky vyznam nejen pro zemeédélstvi, ale i pro
globalni ekosystém.

Prace je finanéné podpofena projektem Ministerstva zemédélstvi NAZV QJ1510113 a projektem
Ministerstva $kolstvi, mladeze a t&lovychovy v programu NPU | LO1218.

Literatura:

1. Simon-Delso, N., San Martin, G., Bruneau, E. et al. (2014) Honeybee Colony Disorder in Crop
Areas: The Role of Pesticides and Viruses. PLoS ONE 9(7): e103073.

2. Kamler, M., Prodélalova, J., Titéra, D. (2015) Interakce patogent véely medonosné jako pficina
kolapsU vCelstev. Veterinarstvi 6: 453-456.
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Molekularné geneticka diagnostika Sticklerova syndromu u ¢eskych pacientt
12Sabova J., *Simandlova M., *Hofinova V., 'Kiepelova A., ‘Pourova R.

'UBLG 2.LF UK a FN Motol, Praha
’Synlab genetics s.r.o., Praha
Sanatorium Helios, s.r.o., Brno

SticklerGv syndrom je multisystémové, autosomalné dominantné dédi¢né progresivni onemocnéni
pojivové tkane, které je jednou z nejcastéjSich dédicnych pfi€in hluchoslepoty. Incidence onemocnéni
je uvadéna 1:7500 u novorozencl, avSak predpoklada se, Ze frekvence vyskytu tohoto onemocnéni je
vy$Si z dlvodu klinické heterogenity onemocnéni. Toto postizeni zahrnuje ocni vady jako
kratkozrakost, glaukom, degenerativni zmény na sitnici, kataraktu a chronickou uveitidu, které mohou
vést az ke slepoté. Sluchové postizeni bylo nalezeno az u 40% jedincu.

SticklerGiv syndrom se déli do nékolika typl podle genu, jehoZz mutace jsou za dany typ zodpovédné.
Nejcastéjsi formou Sticklerova syndromu je typ Il, ktery je zpusoben defektem genu COL2A1, ve
kterém jsou patogenni mutace nalézany az u 85 % pacientl. V soucasnosti je diagnéza Sticklerova
syndromu zalozena na klinickém obrazu, avSak neexistuje zadny konsenzus pro klinicka diagnosticka
kritéria pro jednotlivé typy syndromu.

Vysetfili jsme 29 pacienttl z 15 rodin se Sticklerovym syndromem v CR. V ramci naseho sdé&leni
prezentujeme kazuistiky prvnich dvou pacientll, u kterych jsme identifikovali kauzalni mutaci a tim u
nich objasnili pFiginu hluchoslepoty jako u prvnich v CR. Soubor pacienttd s dosud nenalezenou
kauzalni mutaci bude klinicky pfehodnocen a u pacientd splaujicich striktni kritéria bude dopinéno
testovani dalSich genli pomoci masivniho paralelniho sekvenovani (NGS).

Podpora projektu: GAUK 165815
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Prevalence riznych HPV typu ve vzorcich vysetfenych na Ustavu mikrobiologie FNOL v letech
2014-2015

Sauer P.}, Kotrgova L.

'Ustav mikrobiologie Lékarské fakulty Olomouc a Fakultni nemocnice Olomouc
“Porodnicko-gynekologicka klinika, Fakultni nemocnice Olomouc

Sexudlné prenosna infekce lidskymi papilomaviry (high-risk typy) je spojena s naslednym vznikem
karcinomu cervixu. Vyskyt HPV infekce je mezi sexualné aktivni populaci bézny a vyskyt jednotlivych
typl se lisi podle geografické lokality. Vzhledem k probihajici vakcinaci bude zfejmé dochazet ke
zménam ve vyskytu jednotlivych typt HPV.

V 656 vzorcich od pacientt FN Olomouc zaslanych na Ustav mikrobiologie FNOL byl pomoci real-time
PCR detekce (Anyplex Il HPV 28 Detection, Seegene) sledovan vyskyt 28 low-risk a high-risk typu
HPV. VySe uvedeny pocet vzorkd zahrnuje obdobi 01/2014-11/2015. Z tohoto poctu bylo 311 vzorkd
(47,4%) negativnich, 32 (4,8%) s vyskytem low-risk typt HPV, 313 (47,7%) s high-risk typy, z toho 145
(22,1%) osamoceny vyskyt HR HPV a 168 (25,6%) v kombinaci s LR typem. V nasledujicim sdéleni je
provedena podrobnéj$i analyza vyskytu jednotlivych typt LR a HR HPV béhem sledovaného obdobi.

Prace byla podpofena prostfedky dlouhodobého koncepéniho rozvoje vyzkumné organizace: RVO
61989592.
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Vyuziti Sirokospektré sekvenaéni analyzy pro identifikaci bakterii
Slany M.

Klasicka diagnostika bakterialnich infekci je zalozena na pfimém mikroskopickém vySetfeni a kultivaci.
V dnesni dobé jsou k dispozici také molekularni nastroje umoziujici rychlejSi a pfesnéjsi diagnostiku
bakterialnich infekci. Tyto metody umozniuji detekci bakterii pfimo v klinickych materialech, ackoli
primarné jsou stale pouzivany kultivaéni pfistupy. Pro ucely pfesné a rychlé identifikace bakterii je
nejcastéji pouzivana sekvencni analyza vybranych cilovych gent (napf. 16S rRNA, ITS, rpoB, hsp60),
ktera ma nékolik technickych omezeni. Tento pfispévek si klade za cil shrnout dostupné algoritmy,
vyuzivajici sekvenéni analyzu panbakterialnich lokusl pro detekci. Dale budou diskutovany technické
problémy a omezeni spojené s pouzitim tohoto pfistupu.

41


mailto:beranek@lfhk.cuni.cz

42



cobas® EGFR Mutation
Test v2 (CE-IVD)

cobas* EGFR Mutation Test v2
= cobas

cobas' EGFR Mutation
Test v2 identifikuje
mutace v exonech
18,19, 20 a 21 EGFR

genu

chranne

cnhostl Ro

Predstavujeme novy produkt:

cobas® EGFR Mutation Test v2,
certifikovany pro in vitro diagnostiku (CE-1VD).

Novy cobas® EGFR Mutation Test v2 (CE-IVD) identifikuje ve vzorku DNA
izolovaném z plazmy nebo tkané pacientli s nemalobunéénym plicnim karcinomem
(NSCLC) gen receptoru pro epidermalni riistovy faktor (EGFR). Test je rovnéz
uzitetnym ndstrojem pro vybér pacienti s NSCLC vhodnych k lé¢bé inhibitory EGFR
tyrosinkinazy (TKI).

Pirednosti testu

o Siroké pokryti mutaci — cobas® EGFR Mutation Test v2 (CE-IVD) je zaloZen
na PCR v redlném c¢ase a identifikuje 42 mutaci v exonech 18—21, v¢etné
L858R, L861Q a mutace pro rezistenci na TKI, T790M.

¢ Vhodny pro vzorky plazmy i tkané — cobas® test je urcen jak pro testovani
vzorki plazmy, tak tkdné a umoziiuje testovat souc¢asné oba druhy vzork( na
jedné desti¢ce. Firma Roche rovnéz investovala do vyvoje cell-free DNA
(cfDNA) izola¢niho kitu optimalizovaného pro extrakci volné DNA z plazmy.

¢ Kontinualni pracovni postup od izolace k vysledku — Aby byla zajisténa
plynuld integrace kitu cobas® EGFR Mutation Test v2 do jiz existujicich
laboratornich postup(, navézala firma Roche na tspésny EGFR test prvni
generace. Pri testovdni DNA z plazmy trva cely pracovni postup od izolace DNA
k ziskani vysledku méné nez ¢tyfi hodiny. Pfi testovani vzorku tkéné je cely
proces hotovy za méné nez osm hodin.

¢ Semi-Quantitative Index (SQI) — pro testovani vzorkil plazmy jsme do
vysledného reportu testu cobas® EGFR Mutation Test v2 zafadili novou
hodnotu, tzv. semi-kvantitativni index (Semi-Quantitative Index — SQl). Tato
hodnota vyjadiuje zménu mnozstvi mutované volné DNA (cfDNA) ve vzorku.
Pti opakovaném testovani pomoci EGFR mutac¢niho testu umoznuje hodnota
SQl ur¢it tendenci v progresi nadoru.

Pro vice informaci o produktech na detekci EGFR mutace

e navstivte http://molecular.roche.com,
e kontaktujte svého obchodniho zastupce,
e napiste ndm na: prague_marketing.propagace@roche-diagnostics.cz.

cobas’

Life needs answers
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Izolace nukleovych kyselin provedena
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BIOTECHNOLOGY FOR HEALTHCARE

BAG A care

BAG Health Care GmbH nabizi fadu PCR diagnostik: BAGene - SSP typizace cervenych
krvinek, HISTO TYPE - SSP typizace HLA, HISTO SPOT —SSO testy pro typizaci l. a Il. HLA tfidy
vietné automatu MR. SPOT . Nedilnou sou&asti nabidky jsou i kontrolni testy, napf. CYCLER
CHECK pro kontrolu teplotni uniformity termocyklért ¢i Wipe Test pro kontrolu HLA
kontaminaci.

Soucasti nasi nabidky jsou i specialni kity pro priikaz predispozice k chorobam asociovanych
s urcitymi 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 prodejca.

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

BIOMEDICA CS, s.r.o.
Meteor Centre Office Park
Sokolovska 100 / 94

186 00 Praha 8 — Karlin Bl O M FDI CA

kontakt

T +420 283 933 605
F +420 283 932 507
office@bmgrp.cz
www.bmgrp.cz

Spoleénost BIOMEDICA CS, s.r.o. se zabyva distribuci produkti pro medicinu (humanni i
veterinarni), farmaceuticky primysl, védu a vyzkum a produkci potravin. Produkty pro
laboratofe tvofi vyznamnou ¢&ast produktového portfolia spolenosti. 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 spolecnosti, které nabizeji produkty pro laboratofe infekéni diagnostiky,
imunogenetiky, cytogenetiky a molekularni patologie.
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Nedéekané se stalo skuteénosti. Uz nemusite posilat vzorky na sekvenovani do Ciny &i Koreje.

B&zna SEKVENACE na kapilare za neuvétitelné €3,80.

Jak pfipravit vzorky?
5 pl templatu + 5 pl primeru a to vSe v jedné zkumavce
koncentrace templatu - a) plasmidova DNA 80-100 ng/pl
b) PCR produkt 20-80 ng/ul
koncentrace primeru — 5 yM (5 pmol/pl)

.y
©®
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< 5
A jak dlouho budete ¢ekat na vysledky - do druhého dne od podani

Stacéi si u nas pouze objednat poc¢et sekvenaci a my Vam poskytneme barcody, které si nalepite na zkumavky
a poslete sami do laboratofe. A jesté si budete muset vytvofit svij Géet na www.gatc-biotech.com a my Vam
tam pfevedeme Vase barcody, které Vam i fyzicky dodame. A pak staéi pouze &ekat na vysledky.

A kdybyste chtéli sekvenovat vzorky v platiékéch, i to je mozné. Priprava vzorku je stejna, ale cena je mnohem

vyhodnéjSi. Cena jednoho vzorku vyjde na € 2,60 Neuveritelné.
v oo —_ )
Ceny budou prepocitavany aktualnim kurzem. .~ _@

Kontakt: BIOGEN PRAHA s.r.0., Ke sv. Izidoru 2293/4a, 149 00 Praha — Chodov,
tel.: 241401693, fax: 241401694, mobil: 602665384, e-mail: biogen@biogen.cz, www.biogen.cz

° ® BioVendor - Laboratorni medicina a.s.
BioVendor

Karasek 1767/1, 621 00 Brno, Ceska republika
Tel.: 549124111, fax: 549211465, e-mail:

info@biovendor.cz

« Vyhradni dodavatel fady unikatnich systému

Genexpert Fragment analyzer - kapilarni elektroforéza

//Cephe/d . ’/ATWAM:ED ‘

ANALYTICAL |
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< HighPlex - multiplex systém
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AusDiagnostics

< Nové v nabidce produkty firmy Sartorius: - sartorius
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Reagenc MV Stuzby

\ I‘ 1] J) !] !.
véetné diagnostickych souprav \ . bipE *Sends gl Il .
pro detekci patogenii | :::::;l:,?\l/:;:r:ta::racm laboratof pipet
a genetické testovani

DNA, RNA inové technologi # Aplikacni podpora
. , o Rt - « Demo laboratof pro molekularné biologické metody
+ PCR technologie

) M . « ZkuSebni laboratof DYNEX akreditovana CIA
# Epigeneticka analyza pro laminarni boxy

+ Transfekéni technologie w,‘ )
-; EUROArray mmmm__
@z ’ 7

DNA mikroCipy pro molekularni

R EUROArray - dostupné diagnostické kity:
_ + Biohazardni a laminarni boxy — Indikace
| + Malé laboratorni pristroje HLA-B27! Ankylozujici spondylitida (Bechtérevova nemoc)
| * Pipety HLA-DQ2/DQ8 Celiakie

+ Izolagni a pipetovaci automaty JEACwo frsotiazs
= Faktor V (Leiden)/Faktor I1'2 Trombéza/Trombofilie
" F # PCR cyklery HFE gen (HLA-H)! Hemochromatéza
HPV HPV detekce/typizace prevence rakoviny
HLA-B57:01' Senzitivita na Abakaviry

'EUROATrray Direct: mozna jakakoliv analyza bud'z DNA nebo z krve (bez izolace DNA)
K dispozici testovaci systém pro samostatné analyzy faktoru V (Leiden) a faktoru ||

DYNEX, Lidicka 977, 273 43 Bustéhrad, Ceska republika
Tel.: +420 220 303 600, email: office@dynex.cz, www.dynex.cz

®DYNEX

Promega Life Science - genomika - proteomika - forenzni systémy
. Purifikace nukleovych kyselin v manualnim i automatickém rezimu - Maxwell, enzymy i kompletni
systémy pro PCR, RT-PCR, qPCR, klonovacf kity, restrikéni enzymy, identifikace a paternity
lidské DNA - G, bioluminiscence - Glomax, in vitro transkripce a translace, apoptozy, bunééné
proliferace a cytotoxicita a dal3i.

Média - séra - transfekce - agarozy - detekce endotoxinu

Lonza je specialistou v primdrnich a kmenovych burikach, ki h i bezsérovych kultiva¢nich

médiich a reagencilch. J entem agarézovych produktd pro

klasickou elektroforézu ( X ity pro detekci mykoplazmy a pfed n kity pro

detekci endotoxin ) maxa® Nucleofector® technologii pro transfekci
drnich bunék a

EAS I PO R I . ELISA readery - luminiscence - fluorescence
Molecular Devices Absorbanéni (ELISA), fluorescenéni, luminiscenénii multimode mikrodestickové readery,
L I F ESC I E N C E MDS  soFTmax® PRO software a validace, promyvacky, dispenzery a rozpliiovaci soupravy Aquamax,
( automatizace - StakMax Microplate Handling System, bun&éné sbérace, lonWorks™, Treshold,
\/ reagencnf kity; CellKey Systems, NEW CellKey384 System, Cellular Imaging, Electrophysiology,
Fluorometric Imaging Plate Readers, Liquid Handling.

Laboratorni plasty

B Laboratorni plasty z termerezistentnich polymeri - pipetové Spicky sypané i v kra h, sterilni
- pfiStrOjOVé technika e i nests em i b e stupnici i bez, PCR zkumavky volné, ve s
. T . I 1 eppe riiznych objem, kry
- reagencie, média a biochemikalie p | i 384, krabicky, stojanky a plastovi

- produkty pro IVF (human)

Vice na www.eastport.cz, eastport@eastport.cz
nebo bezplatné lince 800 100 529 s 4



ELISABETH PHARMACON, spol. sr.o. . ®
N&mésti Svobody 18 s Ellsa beth
602 00 Brno

Tel.: +420 542 213 851 Lo Pharmacon
Fax: +420 542 213 827 _/

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 oligonukleotidi a sekvenovani

» Spotrebni material pro laboratore (rukavice, plast atd.)

Nakupujte v nasem e-shopu
a zapojte se do naseho
bonusoveého programu

o

I

gb MICRO Aspergillus
objevte s nami mikrosvet!

PCR detekce a kvantifikace patogenni DNA

generi biotech




o KRD® Laboratory equipment: Reagents:

SOLUTIONS FOR LIFE SCIENCE

Oligonucleotide synthesis: Laboratory plastic:

. T -

> * ~

y. 3
M
o ) . . .
Y g.,.; () Special devices: Services:
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PURITY | QUALITY | SERVICE

KRD - obchodni spoleénest, s.r.o. | Pekafska 12, 15500 Praha 5
Email: krd@krd.cz | Tel: 257 013 400 | Fax: 257 013 405

LAB MARK a.s.

Pod Cihelnou 532/23 ‘m. ‘
161 00 Praha 6 - Ruzyné

Tel.: +420 233 335 548 l m ark
Fax: +420 224 311 830

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

LABMARK a.s. dodavatel laboratornich produktt - klinicka diagnostika, molekularni biologie a
genetika

LAB MARK a. s. je zavedenou ¢eskou firmou dodavajici produkty pro klinické laboratore i vyzkumna
pracovisté — pristroje, diagnostické kity, chemikalie, plastik pro PCR atd. Kromé dodavek zajistuje
také technicky servis, aplikacni sluzby a poradenstvi.


http://www.labmark.cz/
mailto:labmark@labmark.cz

}
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souprmq umverzélnl laboratorni pristroje a spotfebni material.
» SN

s kvalitou | pqskytovanych sluieb.

Real-Time PCR Amp&ns@

v’ STD ’ V" Purulentni septické infekce
v HIV ' \ ¥ Respiraéni infekce

v HPV v Intestindlni infekce

' 'ORCH R ¥ Neuro infekce

V' Herpes viry ' vla3té nebezpeéné infekce
v AHepatitidy “u

'/ioleénost LABOSERYV s.r.o. se jiz devatendctym rokem zabyva obchodni a poradenskou
¢innosti v oblasti laboratorni diagnostiky. Sortiment dodavanych produktd splriuje
vysoke naroky na kvalitu a pokryvd diagnostiku v laboratofich imunologického a
mlkroblologlckeho zaméreni. Doddvame kompletni soupravy pro ELISA, IFA, ImunoBlot a
PCR diagnostiku. V nasem sortimentu je také pfistrojové vybaveni pro zpracovéni téchto

Cl’lem nasf éinnosti je s&okolenost nasich odbérateld s kvalitou dodavanych produktd a

AmpliSens <RI

e

LABOSERYV s.r.o.

Tufanka 1222/115 627 00 Brno c € i

www.laboserv.cz www.Ishop.cz

l\/\edesa
20 let s vami

UNIKATNI TECHNOLOGIE
TRCR®

A TRCReady®-80

v Real-Time RNA

v/ Automaticka
analyza

v Purifikace,
amplifikace
a detekce
do 40 minut

www.medesa.cz | www.portal.medesa.cz

SPOLEHLIVA RESENI PRO VASI LABORATOR

Produkty €Eppendorf

Pipety a davkovace
Centrifugy

Hlubokomrazici boxy

PCR pFistroje a pfislusenstvi
Termomixery

CO, inkubétory

Laboratorni plast :
a dali...

Biochemie | Hematologie | Imunochemie
Akreditovana kalibraéni laborator
Monitoring teplot

Priitokova cytometrie

Zatézoveé testy sportovcil
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SEKVENOVANI SERVIS PRO REAL-TIME PCR
A FRAGMENTACNI SEKVENATORY A REAL- » Kurzy a gkolenf
>Z>FE TIME PCR —Uﬂ_\m._.mo._m » Aplika¢ni podpora pro Real-Time PCR
® » Konzultace a poradenstvi
» mMMMFMé:_ PCR produkt( nebo APPLIED BIOSYSTEMS » Analyza dat na zakazku
P » Diagnostika zdvad, opravy, kalibrace » Program gbase+ pro analyzu dat

Délka cteni vice nez 1.100 bp
Presnost cteni typicky > 99 %
» Objednavky a vysledky on-line

» Preventivni prohlidky, ovéreni » VSechny pfistroje, vdechny aplikace
funk&nosti pristrojd

» Dlouhodobé servisni kontrakty
» Moznost registrace pro jednotlivce

i laboratore
» Predplaceni nasich sluzeb

» Technickd a aplika&ni podpora
» Originalni ndhradni dily
» MozZnost men:u_mnmj_\ servisnich sluzeb Applied Biosystems je registrovana obchodni

» Dodavky reagencif znémka spole¢nosti Life Technologies.

SEQme s.r.0. je nezavislou poradenskou, Vice informaci o poskytovaném sekvenacnim servisu,
konzultaénf a Skolicl organizacl a poskytovatelem nabidce kurzt Real-Time PCR, DNA sekvenovani

sluZzeb v oblasti DNA sekvenovéani a Real-Time PCR. a dalsich metod viz www.segme.eu nebo portaly % m m D —I: m

www.sekvenovani.cz a www.sekvenovanie.sk.

SEQ & QPCR
© 2013 SEQme s. . 0. | VSechna prava vyhrazena. COMPANY



