/
RAAANNAK

RUTINNi ANALYZA NUKLEOVYCH KYSELIN

PROGRAM A SBORNIK KONFERENCE
Pardubice, 7. - 8. unora 2018

www.rank.cz






RONXK

RUTINNi ANALYZA NUKLEOVYCH KYSELIN

PROGRAM A SBORNIK
KONFERENCE RANK 2018

RUTINNI ANALYZA NUKLEOVYCH KYSELIN
MOLEKULARNE BIOLOGICKYMI TECHNIKAMI

7.a8.unora 2018
v prostorach hotelu Zlata Stika, Pardubice



ISBN 978-80-87436-12-7



OBSAH

ZaJiSTENT KONTEIENCE ...

PROGRAM KONFERENCE
Celkovy program KONTEreNCe........ccovvvvveeieeeeeeeeeeeee e

SBORNIK
Abstrakty prednasek ...

ADSEIAKEY POSTEIT ..o

B IMINT INZEICO e,




ZAJISTENi KONFERENCE

PORADATELE
Ceska spolecnost klinické biochemie CLS JEP
MeDila spol.sr.0., Strossova 239, 530 03 Pardubice

SPOLUPRACE
Univerzita Pardubice, FChT, Katedra biologickych a biochemickych véd

ODBORNY GARANT KONFERENCE
Prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc., MBA

ORGANIZACNI VYBOR KONFERENCE
Ing. Frantisek Stumr, Ph.D. - pfedseda

Prof. PharmDr. Martin Beranek, Ph.D.

Prof. RNDr. Zuzana Bilkova, Ph.D.

PharmDr. Lenka Pliskova

RNDr. Jaroslav Konig

Mgr. Margita Bartkova

Ing. Barbara Stumrova

Mgr. Eliska Krocova

Sérka Novotna

4 ZAJISTEN{ KONFERENCE



PROGRAM KONFERENCE

PROGRAM KONFERENCE 5



STREDA 7. UNORA 2018

10:00 - 12:30 Registrace
13:00-13:15 Zahajeni
13:15-14:15 Uvodni sdé&leni
Prof. RNDr. Julius Luke$, CSc., Parazitologicky tGstav AV CR
Lidsky mikrobiom a eukaryom - uz nikdy sami (60 min)
14:15-14:30 PFestavka
14:30 - 15:45  Analyza humanniho genomu I.

Mgr. Lucie Roubalova, OKB FN Olomouc

Screening kolorektalniho karcinomu pomoci detekce
hypermetylované DNA V2 oblasti genu pro Septin9

v plazmé (25 min)

RNDr. Jana Némcova, Ph.D., Biomedicinské centrum, Plzen
Prinos molekularné biologickych metod pro screening

analniho karcinomu u rizikové populace

v Ceské Republice (25 min)

Doc. RNDr. Martin PeSta, Ph.D., LF UK Plzen
Prediktivni vyznam miR-34a, miR-224 a miR-342 u pacientl
s pokrocilym karcinomem plic a ceRNA hypotéza (25 min)

15:45 -16:00 PFestavka
16:00-17:15 Analyza humanniho genomu Il

Mgr. Halina Simkova, PFF UK Praha
Bayesovska interpretace DNA dat hydatiformnich mol
a nonmolarnich triploidd (25 min)

Mgr. Pavel Trubag, Nemocnice Ceské Budgjovice a.s.
Prestavby genli pro TCR a IgH aneb klony Utocf (25 min)

Mgr. Zuzana Capkova, Ustav [ékafské genetiky, FN Olomouc
Detekce vrozenych mutaci u onkologickych pacientd
technikou digitalni MLPA (25 min)

17:15-17:30 Prestavka
17:30 - 18:30 Varia

RNDr. Martin Krestanpol, Ph.D., QIAGEN GmbH, Hilden, SRN
HPV screening - nové pristupy (30 min)
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RNDr. Maria Mullerova, CSc., Citylab s.r.o., Praha
Preshranicni migrace a kontrola sifeni mozné tuberkulézy (30 min)

19:30 - 23:00 Spolecensky vecer a posterova sekce

CTVRTEK 8. UNORA 2018
8:30 - 9:00 Uvodni sdéleni

RNDr. Pavel HloZek, GeneProof a.s., Brno
Molekularni mikrobiologie a genetika - Klinicka praxe
ve stinu technologie (30 min.)

9:00-9:50  Spalnitky

MUDr. Lenka Petrousova, Ph.D., Klinika infekéniho |ékarstvi,
FN Ostrava
Spalnicky - klinické zkusenosti z epidemie v Ostrave (25 min)

Mgr. Michaela Kantorova, Zdravotni Ustav, Ostrava
Epidemie spalnicek v Moravskoslezském kraji - zkuSenosti
s laboratornf diagnostikou (25 min)

9:50 - 10:05 Prestavka
10:05-11:25 Rutinni detekce virt

RNDr. Jana Prodé&lalova, Ph.D., VUVel, v.v.i, Brno

Jaké genotypy rotavir( aktualné cirkuluji na nasem Gzemf?
Epidemiologicka studie a geneticka analyza lidskych

rotavirll A (25 min)

MVDr. Petr Vaclavek, Ph.D., SVU Jihlava
Africky mor prasat v CR: moznosti laboratorni diagnostiky (35 min)

Mgr. Tomas Prat, Ph.D., GeneProof a.s., Brno
Molekularnf diagnostika herpetickych outsider(:
HHV-6A/B a HHV-7 (20 min)

11:25-11:40 Prestavka
11:40 - 12:20 Detekce bakterii

Ing. Lucie Vondréakova, Ph.D., VSCHT Praha
Vliv mechanismu usmrceni bakterii na presnost
kvantifikace pomoci EMA/PMA-gPCR (20 min)
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Ing. Martina Kraémarova, VSCHT Praha
Zmeény padni mikrobidlnf diversity v zavislosti
na rlizném typu hnojenf (20 min)

12:20-12:30 Prestavka
12:30 - 13:30 Multiplexni detekce patogen

Mgr. Nikol Reslova, VUVel, v.v.i, Brno
Optimalizace MOL - PCR pro multiplexni detekci
patogen( (20 min)

Mgr. Veronika Huvarova, VUVel, v.v.i., Brno
Vyvoj a aplikace MOL-PCR pro detekci pavodct
bakterialnich infekci z potravin (20 min)

Mgr. Lucie Skorpikova, VUVel, v.v.i, Brno
Rozliseni osmi druhl parazitickych hlistic rodu Trichinella
s vyuzitim High Resolution Melting (HRM) analyzy (20 min)

13:30 - 13:45 Zavér, vyhlaseni vysledkl soutéZe o nejlepsi praci
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ABSTRAKTY PREDNASEK

Abstrakty jsou fazeny do blokd pfednasek v ¢asovém sledu.
Na zacatku sekce je uveden seznam prednéskovych blokd.
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SEZNAM PREDNASKOVYCH BLOKU
1. Analyza humanniho genomu I.
2. Analyza humanniho genomu Il.
3. Varia
4. Spalnicky
5. Rutinni detekce vir(
6. Detekce bakterii

7. Multiplexni detekce patogent
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Prof. RNDr. Julius Lukes, CSc.

Biologické centrum AVCR
BraniSovska 31
370 05 Ceské Budéjovice

tel: +420 387 775 403
e-mail:  jula@paru.cas.cz

Lidsky mikrobiom a eukaryom - uz nikdy sami

Lukes |.

Institute of Parasitology, Biology Centre, and Faculty of Science, University of South
Bohemia, Ceské Budeéjovice, Czech Republic, and Canadian Institute for Advanced
Research, Toronto, Canada.

We know for a long time that each human body hosts a multitude of microbes, which
actually outnumber human cells. Within the last decade a huge amount of data has been
amassed mostly thanks to next generation sequencing that provides compelling evidence
for a major impact of the consortia of viruses (viriome), bacteria (microbiome) and eukary-
otes (eukaryome) on our health. In my talk I will give an overview of the impact of micro-
biome, the by far best studied consortium, on human health and will also discuss various
interesting aspects of this overlooked “organ”. Finally, | argue that eukaryotes found in
human intestine, until now usually considered as parasites, are in fact in many cases com-
mensals with beneficial effects.
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Mgr. Lucie Roubalova

Oddélent klinické biochemie
Fakultni nemocnice Olomouc
|.P.Pavliova 6, 779 00 Olomouc

tel: +420 588 444 794
e-mail: lucie.roubalova@fnol.cz

Screening kolorektalniho karcinomu pomoci detekce
hypermetylované DNA V2 oblasti genu pro Septin9
v plazmé

’Roubalova L., 'Sychra P., "Prochazka V., 'Konecny M., 3Zapletalova J.
"Il.Interni klinika - gastro-enterologickd a hepatologickd FNOL a LF UP Olomouc
20ddeéleni klinické biochemie FNOL

3Ustav lékarské biofyziky LF UP Olomouc

Klicova slova: Septin 9, hypermetylace, kolorektalni karcinom, adenom, screening
Kolorektalni karcinom je druhé nejcastéjsi nadorové onemocnéni v Ceské republice
a i pres velky pokrok v diagnostice i terapii predstavuje celospolecenskym problém. Sta-
vajici screening kolorektalniho karcinomu pomoci stanoveni okultniho krvaceni ve stolici
porad nenf optimalni. Proto neustdle probiha vyzkum novych biomarkerd vhodnych pro
Casnou diagnostiku. Jednim ze slibnych biomarker( je detekce hypermetylované DNA V2
oblasti genu pro Septin9 v plazmé. Cilem nasi studie bylo vyhodnotit senzitivitu a specifici-
tu Septinu9 a jeho mozné vyuziti jako screeningového testu. Provedli jsme stanoveni Sep-
tinu9 v plazmé u 108 pacientd pomoci Epi proColon Plasma Quick kitu metodou Real-time
PCR. VSichni pacienti pfed odbérem krve podstoupili kolonoskopii a vysledky byly pouzity
jako referen¢ni metoda. Byla stanovena senzitivita a specificita testu v nasich klinickych
podminkach. V souboru 108 osob byl kolonoskopicky zjistén u 41 osob adenom, u 21
osob karcinom a 46 osob mélo negativni kolonoskopicky nalez. V kategorii osob s negativ-
nim kolonoskopickym nalezem byl Septin9 u 34 negativni, u 2 pozitivni, u 10 osob nebylo
mozno test vyhodnotit pro nizkou koncentraci DNA v izoldtu (ND). V kategorii pacient(
s prokazanym adenomem byl Septin9 ve 26 pfipadech negativni, v 1 pozitivnia u 14 osob
byl vysledek ND. Ve skupiné pacient( s karcinomem byl Septin9 negativni u 7 osob, pozi-
tivniu 7 osob, u dalSich 7 osob byl test hodnocen ND. ZjiSténa senzitivita testu pro predik-
ci karcinomu nebo adenomu byla 19,5%, specificita 94,4%. Pozitivita testu Septin 9 byla
signifikantné Castéjsi u osob s karcinomem nez u osob s adenomem, nebo s negativnim
kolonoskopickym nalezem (p=0,003). Vysledky ukazaly, Ze specificita testu je dobra, ale
pri nizké senzitivité. Test byl bohuzel zatizen nizkou vytéznosti DNA v izolatu pfi pouzitém
zpUsobu izolace na magnetickych ¢asticich. Témér tretina vySetfeni nemohla byt vyhod-
nocena.
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RNDr. Jana Némcova Ph.D.

Biomedicinské centrum
Lékarska fakulta UK v Plzni
Alej Svobody 1655/76, 323 00 Plzen - Severni Predmésti

tel: +420 737 220 433
e-mail:  jana.nemcova@biopticka.cz

Prinos molekularné biologickych metod pro screening
analniho karcinomu u rizikové populace v Ceské
Republice

123Némcova J., 12Cerna K., “*Smahelova J., *Hercogova J., °Rob F., 20ndi¢ O.
'Siklav dstav patologie, FN Plzeri

Bioptickd laborator

*Biomedicinské centrum lékarské fakulty v Plzni

“Narodni referencni laborator pro papilomaviry a polyomaviry
*Dermatovenerologické oddéleni 2. LF UK v Praze a nemocnice Na Bulovce
Katedra genetiky a mikrobiologie, PrF Karlovy univerzity, Praha

Andini karcinom (AK) patfi mezi malignity se stoupajici incidenci, a to zejména ve spe-
cifickych populacich HIV pozitivnich muz{ majicich sex s muzi (MSM). Vétsina malignich
analnich 1ézf je indukovana dlouhodobou persistenci HR-HPV viru v analnim epitelu a vyvijf
se pres identifikovatelna prekanceroticka stadia. Analogicky k modelové HPV indukované
malignité, karcinomu délozniho hrdla, je mozné detekovat a odstranit tyto prekancerézni
analni léze a tim predchazet vzniku invazivné rostouciho karcinomu.

Mezinarodni spole¢nost pro analni neoplazie (IANS) doporucuje jako nejpfinosnéjsi vyset-
Fenf pro identifikaci analnich intraepitelidlnich neoplazii tézkého stupné (HSIL) anoskopii
s vysokym rozligenim. Toto wysetfeni je viak finanéné i personalné v CR nedostupné, pro-
to byl doposud provadeén screening AK pomoci cytologické analyzy stéru analnf sliznice.
Nedostatkem analnf cytologie je pomérné nizkd citlivost i specifita vySetfeni. Cilem nasi
studie je zvySit Uspésnost cytologického screeningu AK za pouZiti molekularné genetic-
kych a mikrobiologickych metod, jako tomu je v pfipadé screeningu biologicky podobnych,
HPV asociovanych 1ézi na déloznim hrdle.

V pfispévku bychom radi shrnuli poznatky z prvniho roku 4leté studie podpofrené gran-
tem MZ, kdy na souboru 50 HIV pozitivnich MSM provadime analyzu cytologie stéru analnf
sliznice odebraného do tekutého media a ze zbytkového materialu provadime genoty-
pizaci HPV virQ, detekci transkripcné aktivni infekce pomoci mRNA HPV testu a analyzu
metyla¢niho umlceni nékolika tumor supresorovych genl spojenych s progresi a persis-
tenci HPV infekce v epitelu.
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Doc. RNDr. Martin Pesta, Ph.D.

Lékarska fakulta UK v Plzni
Ustav biologie
Alej Svobody 76,323 00 Plzen

tel: +420 377 593 267
e-mail:  martin.pesta@Ifp.cuni.cz

Prediktivni vyznam miR-34a, miR-224 a miR-342
u pacientd s pokrocilym karcinomem plic a ceRNA
hypotéza

45pesta M., 'Kulda V., 2Svaton M., *Muken3nabl P., "?Hrda K., “Dvorak P.,
“Houdek Z., *Houfkova K., 'Vrzakova R., 'Babuska V., 2PeSek M.

"Ustav Iékarské chemie a biochemie, 2Klinika pneumologie a ftizeologie, *Sikliv tstav
patologie, “Ustav biologie, *Biomedicinské centrum, Lékarskd fakulta v Pizni, Univer-
zita Karlova, 301 66 Plzeri, Ceskd republika

Anotace: Karcinom plic je celosvétové nejcastéjsSim typem rakoviny s vysokou mirou imrt-
nosti, incidence v Ceské republice v roce 2011 byla 86,9 pripadl u muz( a 38,0 u Zen na
100 000 osob. Priblizné 85% vsech pripadl rakoviny plic je nemalobunécny karcinom plic
(NSCLC). MikroRNA (miRNA) maji pro svou patofyziologickou roli a stabilitu v biologickych
vzorcich potencidl stat se cennymi prediktivnimi markery pro nemalobunécny plicni karci-
nom (NSCLQ). Vzorky bioptické tkané tvori vhodny material pro profilovani miRNA s cilem
predpovedét ucinek paliativni chemoterapie.

MikroRNA jsou malé nekddujici molekuly RNA, které se podileji komplexné na post-tran-
skripcni regulaci genové exprese vcetné regulacnich siti ceRNA (competing endogenous
RNA). Lidsky genom kdduje vice nez 2500 miRNA, které regulujf priblizné 60% gent. Mno-
ho studii popsalo zapojeni MiRNA do procesu karcinogeneze, progrese nadoru, vyvoje
metastaz. Stejné tak byl popsan vztah expresi miRNA k progndze a Ucinkl 1é¢by u mnoha
typU rakoviny.

V nasf studii byla zkouméana skupina 81 pacientl (74 muzd a 7 Zen, vsichni kuraci nebo
byvall kuraci). Pacienti podstoupili paliativni chemoterapii na bazi platinovych derivatd
v kombinaci s paclitaxelem nebo gemcitabinem. Exprese 17 vybranych miRNA byla mére-
na pomoci reverzni transkripce a kvantitativni polymerazové retézové reakce v nadoro-
vé tkani makrodisekované z formalinem fixovanych parafinem zalitych (FFPE) vzorkd. Pro
predikci Gcinku paliativni chemoterapie byl zkouman vztah mezi hladinami exprese gen(
a dobou preziti (OS). Ze 17 vybranych miRNA byla nizka hladina miR-342 a vysoké hladiny
miR-34a a miR-224 spojené s kratsi dobou preziti (OS). Pouzitim clusterové analyzy byly
identifikovany souvislosti mezi hladinami exprese miR-34a, miR-224 a miR-342 a prezi-
tim pacienta. Clusterova analyza ukazala, Ze pacienti s vysokou hladinou exprese miR-224
a miR-342 méli podobnou progndzu jako pacienti s nizkou hladinou miR-224 a miR-342,
ktera byla vyznamné horsi ve srovnani s pacienty s vysokou hladinu miR-224 nebo miR-
342 a nizkou hladinou druhé miRNA.

Pro interpretaci téchto vysledk( bude zfejmé nutné wyjit z Gvahy, Ze efekt dané miRNA
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nezavisi jen na jeji samotné hlading, ale je téz ovlivnén hladinou jiné/jinych miRNA pri-
padné dalsich transkriptd vytvarejici spolecnou regulacni sit. Tato myslenka je podstatou
tzv. ceRNA hypotézy, kterd bude pfi pfednasce diskutovana. Uvedena zjisténi zaroven
upozornuji na komplikovanost stanoveni prognoézy ¢i predikce |é¢by zalozenych pouze na
jednotlivych molekuldch miRNA jako markerech. Presnéjsi odpovédi na klinickou otazku
by mohlo byt dosazeno kombinaci vice vzajemné souvisejicich molekul miRNA nez pouze
pomoci jednotlivych miRNA.

Prdce byla podporena projektem Lékarské fakulty v Plzni Univerzity Karlovy SV 2017 260693
a projektem FN Plzeri 00669806.
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Mgr. Halina Simkova

Plch 19
533 45 Opatovice nad Labem

tel: +420 603 497 499
e-mail:  halina.simkova@gmail.com

Bayesovska interpretace DNA dat hydatiformnich mol
a nonmolarnich triploida

1.248imkova H., “5First T., #56Drébek J., >>5Putzova M.
'"Prirodovédeckad fakulta Univerzity Karlovy

21. lékarska fakulta Univerzity Karlovy

32. lékarska fakulta Univerzity Karlovy

“4BIN - centrum pro bayesovskou inferenci
*Prirodovédeckd fakulta Univerzity Palackého

¢Bioptickd laboratof s. r. o.

Gametogeneze i nasledna fertilizace mohou byt zatizeny celou fadou chyb, jez vedou ke
vzniku geneticky nestandardnich, aberantnich zygot. Mezi nimi zvIastnf skupinu tvori zygo-
ty s poruchami poctu kompletnich chromozomalnich sad, pricemz nejcastéji se Ize setkat
s pripady unipaterndini diploidie, digynické Ci diandrické triplodie a tetraploidie. Tyto
aberantni produkty poceti jsou po urcitou, nékdy i velmi dlouhou dobu schopny déleni
a diferenciace, takze stav se zpocatku klinicky manifestuje jako bézné téhotenstvi, a teprve
pozdéji jsou v rdmci preventivné diagnostickych vySetreni zachyceny znamky patologie.
Unipaternalni diploidie vede k rozvoji patologicky organizovaného trofoblastu, oznacova-
ného jako kompletni hydatiformni mola, bez pfitomnosti embrya. Rovnéz u diandrické
triploidie je trofoblast ¢astecné hydatiformné organizovan, embryo vSak byva zalozeno,
le¢ s mnohacetnymi malformacemi. U digynické triploidie nema trofoblast hydatiform-
ni povahu a embryo je rozvinuto, rovné? ale s Fadou charakteristickych patologif. Zadny
z uvedenych stavl nejen Ze neddva nadéji na porod zivotaschopného plodu, ale nadto
je hydatiformni povaha trofoblastu (zejména u kompletnich mol) spojena s vyznamnym
rizikem vzniku choriokarcinomu, a proto jsou takova téhotenstvi vzdy indikovana k ukon-
enl.

Diferencialnf diagnostika zahrnuje jak vySetreni ultrazvukové, tak nasledné histologické,
cytologické a genetické, pricemz pouze posledné jmenované je schopné podrobné identi-
fikovat mechanismus chyby, ktera ke vzniku aberace vedla. Touto chybou mdze byt selha-
ni meidzy jako takové, nondisjunkce v prvnim meiotickém délenf, nondisjunkce ve druhém
meiotickém déleni, dispermie, ,diovie”, endoreduplikace &i - extrémné vzacné - kombina-
ce uvedeného. RozliSit mezi témito potencidlnimi pricinami je mozné na zakladé analyzy
vétsiho poctu variabilnich DNA lokusd (nejcastéji typu STR ¢i SNP), srovnani zjisténych
alelickych patterni aberantniho produktu poceti s genotypy maternainiho a paternélniho
plvodce (neboli ,rodicl") a konstruovani vérohodnostnich pomeérd (Bayesovych faktord,

nostni pomery jsou nasledné kombinovany s prislusnymi prevalencemi (tedy apriornimi
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pravdépodobnostmi) jednoltivych patologii, ¢imz jsou ziskany aposteriorni pomery prav-
dépodobnosti téchto patologii. UZiti bayesovského pristupu umoznuje dokonce casto
dosahnout solidnf diagnostické hodnoty analyzy i v pfipadech, kdy vzorek jednoho z bio-
logickych plvodcl (nejcastéji muze) neni k dispozici.

Na uvedenou diferencialni diagnostiku Ize nasledné navazat rovnéz bayesovsky pojatou
evaluaci paternity a/nebo maternity, jez najde své uplatnéni v pfipadech, kdy aberantni
produkt poceti vzeSel z mravnostniho kriminalniho deliktu (pohlavni zneuzivani, znasilnéni
apod.).
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Mgr. Pavel Trubac

Laboratof molekularni biologie a genetiky
Nemocnice Ceské Budéjgvice, a.s.
B. Némcoveé 54,370 01 Ceské Budéjovice

tel: +420 387 873 021
e-mail:  trubac@nemcb.cz

PFestavby gent pro TCR a IgH aneb klony utoci

"Trubac P., 2Lukuczova S., 'Scheinost O.

'Laboratof molekuldrni biologie a genetiky, Nemocnice Ceské Budéjovice a.s.
2Patologické oddéleni, Nemocnice Ceské Budéjovice a.s.

Jednim z nastroji molekuldrni biologie, které napomahaji v upresnéni diagnézy a urcenfi
progndzy lymfoproliferativnich onemocnéni, je analyza gent kéduijicich retézce imunoglo-
bulind (Ig) a genl koédujicich T- bunécny receptor (T-cell receptor, TCR). Geny kodujici tézké
retézce pro Ig a TCR se skladaji z nékolika genovych segmentd (V, D, J, Q). Tyto geny nejsou
dédény v definitivni podobé, ale jsou vytvareny v prabéhu zranf lymfocytd, kdy je prislusny
gen sklddan ndhodnym preskupovanim tzv. rearrangementem téchto segmentd.

Za fyziologického stavu vykazuje délka preskupenych genl pro IgH a TCR velkou variabili-
tu, kterd odpovida tzv. polyklonalité, tedy pritomnosti velkého poctu bunécnych populaci
s odliSnymi prestavbami, diky kterym mohou lymfocyty reagovat na celou Skalu antigen-
nich struktur. Napfiklad v pripadé maligni transformace nachazime monoklonaini popu-
laci, tedy klon maligni bunky, u kterého doslo v ddsledku ztraty kontroly nad bunécnym
délenim k nekontrolovatelnému mnozeni, a vSechny takto vzniklé buriky nesou prestavbu
o shodné délce.

Kromé preskupovani genovych segmentl podléhd B-lymfocyt po setkéni s antigenem
v sekundarnich lymfatickych organech tzv. somatickym hypermutacim variabilni Casti
tézkého retézce imunoglobulinu (IgVH). Této skutecnosti se vyuziva v pfipadé stanoveni
mutacniho statusu, ktery slouzi jako vyznamny prognosticky marker u CLL.

Na nékolika pripadech poukazujeme na to, jak mdze byt obraz klonality ovlivnén imu-
nologickou odpovedi pfi probihajici virové infekci a jak Ize dale vyzit podrobnéjsi typizaci
klond.

Analyza klonality lymfocytl je ddleZitym nastrojem v diagnostice lymfoproliferativnich
onemocnénf a ackoliv identifikace monoklonalni populace je vyznamny marker malignity,
vzdy je tfeba uvédomit si fakt, ze mohou existovat benigni proliferace, které maji reaktiv-
ni pavod. Detailnéjsi charakterizace prestavby imunoglobulinového fetézce (tedy zjisténf
jeho DNA sekvence) pak mlze byt uzite¢nym pomocnikem pfi molekuldrné genetické cha-
rakterizaci nddoru.
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Detekce vrozenych mutaci u onkologickych pacientt
technikou digitalni MLPA

'Capkové Z., Janikové M., 'Stefekova A., 'Capkova P.

"Fakultni nemocnice Olomouc a Univerzita Palackého v Olomouci, Ustav lékarské
genetiky

2Fakultni nemocnice Olomouc a Univerzita Palackého v Olomouci, Ustav lékari'ské
genetiky a Ustav klinické a molekuldrni patologie

Vrozené mutace v tumorsupresorovych genechjsou jednou z pficin vedoucich ke zvySené-
mu riziku nadorového onemocnéni. Digitalni MLPA Heraditary Cancer Panel 1 (DO01-025R,
MRC-Holland) v kombinaci se SALSA digitalMLPA reakcnim kitem (DRKO1-IL, MRC-Holland)
a SALSA Barcode Plate pro platformu lllumina (BPO1-IL, MRC-Holland) je semi-kvantitativni
metoda pro stanoveni relativniho poctu kopii stovek sekvenci DNA v genech MUTYH, EP-
CAM, MSH2, MSH6, BARD1, MLH1, BAP1, MITF, APC, PMS2, NBN, CDKN2A, BMPR1, PTEN,
ATM, CDK4, POLE, BRCA 2, SCG5/GREM1, PALB2, CDHT1, TP53, RAD51D, BRCAT, RAD51C,
BRIP1T, SMAD4, STK11 a CHEK2. Delece cilové sekvence se projevuje relativnim poklesem
poctu cteni odpovidajici sondy a naopak. V této studii jsme testovali 48 vzorkd DNA izolo-
vanych z periferni krve a indikovanych ke genetickému vySetfeni vrozenych mutaci vybra-
nych tumorsupresorovych genl. U 48 vzork( DNA bylo nalezeno 5 pozitivnich vysledku:
duplikace v genu BRCAT (exon 24), delece v genu BRCA1 (exon 21-22), duplikace v genu
BRCA2 (exon 18), duplikace v genu PMS2 (exon 15) a duplikace v genu BMPR1TA (exon 13).
Nalezy v genech BRCA1 a BRCA2 byly ovéfeny metodou standartni MLPA (P002, PO77,
MRC-Holland). Zbylé vysledky budou ovéreny nezavislou metodou. Zavérem lze fici, ze
technologie digitalni MLPA m{Ze byt pouzita jako samostatny test zaméreny na cilenou
detekci gent danych prislusnou sestavou nebo jako doplnék cileného sekvenovani nové
generace. Avsak negativni vysledek této metody nevyluCuje pritomnost mutace mimo pfi-
slusné oblasti.

Tato prdce vznikla za podpory MRC-Holland b.v.
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Host methylation: new biomarkers for management of
women with positive results in HPV DNA screening

Krestanpol M.
QIAGEN

Cervical cancer is nearly 100% preventable through early detection of precancer before
the disease becomes a danger to a patient’s life or reproductive health. The cervical cervix
screening programs are based on the cytology or, recently, on the hrHPV DNA testing that
is more sensitive but less specific in the detection of CIN2+ compared to cytology. Primary
HrHPV DNA testing in cervical cancer screening requires triage to distinguish women with
clinically relevant disease (CIN 2/3+) from those with transient HPV-infection. Presently,
cytology at baseline and 6 months or HPV 16/18 genotyping are used as triage tests.
Recently, it has been shown that hypermethylation of the tumour suppressor genes
FAM19A4 and/or miR124-2 indicates the presence of cervical precancer or cancer. DNA
methylation is generally a biochemical process that is important for normal development
in higher organisms (1). It involves the addition of a methyl group to the 5th position of
the pyrimidine ring of the cytosine nucleotide. Abnormal patterns of DNA methylation also
play a major role in carcinogenesis. Host-cell promoter methylation analysis specifically
detects cancers and so-called “advanced” cervical intraepithelial neoplasia (CIN) lesions,
which harbour a cancer-like methylation profile and have a high short-term risk of pro-
gression to cancer (2,3,4).

Host methylation test QlAsure examines promoter hypermethylation in bisulfite-con-
verted DNA isolated from cervical specimens using a multiplex real-time PCR test. Positive
results correlate with the presence of carcinogenic cells and advanced transforming CIN
lesions.

In clinical trials, QlAsure testing was performed on physician-collected cervical specimens
from 258 hrHPV-positive women including 117 without evidence of CIN 2 or worse after
18 months follow-up (CIN<T), 42 with CIN 2, 30 with CIN 3, 50 with squamous cell carcino-
ma, and 10 with adenocarcinoma. QlAsure detected 100% of carcinomas (squamous cell
carcinoma and adenocarcinoma) in these samples, but varied in detection of other gra-
des of CIN, from 88.9% in CIN 3+ to lower sensitivity for CIN 1/2. FAM19A4 and miR124-2
methylation analysis specifically detects advanced transforming CIN lesions. CIN 2/3 with
low levels of FAM19A4 and miR124-2 methylation have low short-term progression risk
for cancer. These patients can be managed by close surveillance rather than treated.
Independent research from leading cervical cancer scientists confirms the effective use of
FAM19A4/miR124-2 methylation analysis for detection of cervical carcinomas and advan-
ced CIN 2/3 lesions (5-10). In a subgroup of women over 30 years (n=287), the CIN 3+
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sensitivity and specificity for FAM19A4 methylation (88.3% and 62.1%) was greater than
that of cytology (85.0% and 47.6%) and HPV 16/18 genotyping (70% and 57.7%) (10). DNA
methylation analysis of FAM19A4/miR124-2 has an equal performance and high sensitivi-
ty for identifying high-grade CIN and cervical cancer in hrHPV positive brush- and lavage-
collected self-samples.

In conclusion, QlAsure is an accurate triage test to see beyond HPV for clinical assurance
that the patient has no short-term risk of cervical cancer.

1. Costello, J.F.,, and Plass, C. (2001). J. Med. Genet. 38, 285-303.

2. De Strooper, L.M,, et al,, (2014). Cancer Prev. Res. 7, 1251-7.

3. Bierkens, M. et al. (2013). Int. J. Cancer 133, 1293-9.

4. Steenbergen, R.D.M. et al. (2014). Nat. Rev. Cancer 14, 395-405.
5. De Strooper, L.M,, et al,, (2014). Cancer Prev. Res. 7, 1251-7.

6. De Strooper, L.M,, et al. (2014). J. Clin. Pathol. 67, 1067-71

7. De Strooper, L.M., et al. (2016). Int. J. Cancer 138, 992-1002.

8. De Strooper, L.M,, et al. (2016). Gynecol. Oncol. 14, 341-7.

9. Bierkens, M. et al. (2013). Int. J. Cancer 133, 1293-9

10. Luttmer, R., et al. (2015). Int. J. Cancer 138, 992-1002.
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Pfeshranicni migrace a kontrola Sifeni mozné
tuberkulézy

Mullerova M.
CITYLAB spol. s r.o.

Tuberkuldza (TB) je stale zavazné infekini onemocnéni staré jako lidstvo samé, postihu-
je populaci celého svéta. TB je v poslednich letech trvale v popredi zajmu World Health
Organisation (WHO), podléha povinnému hlasenf ohledné vyskytu. TéEmeér tretina svéto-
vé populace je TB infikovéna. Z téchto zévaznych epidemiologickych ddvodd je TB WHO
oznacena jako ,globalni ohrozeni”. V Ceské republice je situace v poctu nové hlasenych
pripadl a recidiv TB v poslednich letech zatim pfizniva, incidence kolem 5/100 000 oby-
vatel:

2012 - TB celkem 611 (552 dychaci Ustroji + 59 jind), incidence 5,8
2013 - 502 (455+47), 4,8

2014 -512 (461+51), 4,9

2015 - 518 (451+67), 4,9, z celkového onemocnéni TB bylo 110 cizincl
2016 - 515 (446+69), 4,9, z toho 150 cizincd.

’

’

’

INININGIN

’

Migrace do Evropy kulminovala v roce 2015 avedla ke zvyseni vyskytu TB. To se mUze
negativné projevit i v budoucnu v Ceské republice. Zdpadoevropské statistiky uvadgji,
ze a7 30 % imigrantl jsou nemocni akutné ¢i chronicky, véetné infekénich onemocnént.
Doklady o zdravotnim stavu ze zemf plvodu jsou nevalidni a nelze je pouZit pro odhad
rizika, Udaje déti o ockovani jsou neprikazné. Zavleceni infekénich onemocnéni a moz-
nost sifeni v komunité imigrantl se vyskytuje celd fada bézné ale i méné bézné se vysky-
tujicich onemocnéni déti i dospélych: TB, hepatitida A, B, C, E, HIV/AIDS, zaskrt, Cerny kasel,
spalnicky, zardény, pfiusnice, prdjmova onemocnénf i maldrie. Tato onemocnéni byla jiz
diagnostikovéna v uprchlickych a zachytnych zafizenich CR. Uprchlické krize se na vysky-
tu TB v CR zatim neprojevila. Zdravotnické zafizeni Ministerstva vnitra: ,V roce 2015 se
u nami kontrolovanych nelegalnich migrantl ¢i Zadateld o azyl objevila TB ve 3 pripadech,
stejné tak i v dal3im roce.” Nejvice pfipadtl onemocnéni TB v CR je v Praze, téméf ctvrti-
na ze vsech nemocnych. Jedna se o socialné slabé jedince a cizince. V Némecku v ramci
migrace doslo k vzestupu poctu onemocnéni TB i MDR formy zejména v roce 2015. Pro-
to musime byt na podobnou situaci jako v Némecku pfipraveni. V pfipadé predpoklada-
né tuberkuldzni infekce v rdmci migrantl je potfeba sniZit riziko zavleceni ndkaz. Pouzit
odpovidajici vySetfovaci metody, uvSech skiagram hrudniku, krevni test QuantiFERON
TB Gold-in-Tube, ktery odhaluje i latentni TB a mimoplicni formy. Doockovat déti, pokud
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se neprokaze pfitomnost postvakcinacni jizvy. U osob s respiracnimi problémy vysetfeni
sputa na M. tbe, pouzit rychlé laboratorni vySetfovaci metody, coz jsou molekuldrné biolo-
gické metody. Evropska migracni krize se zatim Ceské republiky nedotkla, ale nesmime se
timto nechat ukolébat a musime byt pfipraveni na pfipadné zhorseni této situace. Je tfeba
pouzivat stejny balicek vySetfovacich metod, jak doporucuje WHO, coz znamena: rtg hrud-
niku, QuantiFERON, nejvice pouzivany QFN, ktery odhaluje vedle aktivni TB i latentni TB
a mimoplicni formy TB. Pfi pozitivnim testu QFN a u lidi s respirac¢nimi problémy vysSetfit
sputum na TB za pouziti rychlych laboratornich vySetfovacich metod, z nichz GeneXpert
MTB/RIF je nejrychlejsi a nejpfinosnéjsi, za 2 hodiny urceni M. tbc komplexu a rezistence
na rifampicin. To potvrzuje i Dara M, de Colombani P, Petrova-Benedict R. et al. Minimum
package for cross-border TB control and care in the WHO European region: a Wolfheze
consensus statement. Eur Respir J. 2012 Nov;40(5):1081-90. Vyuziti molekularnich metod
v surveillance infekénich onemocnéni je jednou z hlavnich priorit evropského centra pro
kontrolu nemoci (ECDC), kde je vybrano 13 infekenich onemocnéni, z nichz MDR-TB je na
prednim misté.
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Molekularni mikrobiologie a genetika - klinicka praxe
ve stinu technologie

HloZek P.
GeneProof a.s.

Zaciname zit v dobé ,informacniho” raje. Mame stale vice védeckych dat, pouzivané dia-
gnostické metody jsou stale presnéjsi a presnéjsi, molekularni detekce jsou stéle citlivéjsi
a citlivejs ..

Na prvni pohled je logické, ze veSkery pfinos pokrocilych a stale se zlepSujicich technologif
molekuldrnf biologie vidime jako jednoznac¢né pozitivum a tim patrné zlstane i v budouc-
nu.

Nezapominame ale stale Castéji na to, Ze molekularni biologie a genetika je pouze nastro-
jem, s pomoci kterého mame hledat odpovédi vedouci ke spravné diagnéze? Opravdu
poskytuji Spickové technologie dneska jednoduché odpovedi vedouc k rychlé [écbé paci-
enta? Vyuzivame opravdu cely potencial téchto metod dostatecné?

Jak jsou na tom ve skutecnosti nase klinické interpretacni znalosti ve vztahu k velkému
objemu a vysoké kvalité ziskavanych dat?

Pokusme se ponofit spolecné do redlného svéta, ktery obcas pfinasi vice otazek, nez
odpovédf a kde jedinou cestou hledanf odpovédi asi vzdy zdstane diskuse ...
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Spalnicky - klinické zkuSenosti z epidemie v Ostravé

PetrouSova L.
Fakultni nemocnice Ostrava, Klinika infekcniho lékarstvi

Cile: Zpracovat klinickou zavaznost onemocnéni spalnicek béhem epidemie na Ostrav-
sku.

Metody: Soubor pacientd hospitalizovanych v obdobi od poloviny Uinora do poloviny cerv-
na se spalnickami na Klinice infekcniho Iékarstvi, spalnicky byly potvrzeny metodou ELISA,
KFR nebo primo polymerazovou retézovou reakci.

Viysledky: Prvni pacient na Klinice infekéniho lékarstvi v Ostravé byl hospitalizovan 14. 2.
2017. Béhem 4 mésicl bylo hospitalizovano celkem 95 pacientl. Nejmladsi pacient mél
3 mésice a nejstarsi 54 let. Klinicky préibéh onemocnéni u nenaockovanych jedincl, kteff
tvorily 40 % z celého souboru, byl plné vyjadren. U osob, které mély aplikované jednu
davku vakciny, byl také vétSinou zaznamenan plné rozvinuty obraz spalnicek, na rozdil
od osob, které byly ockovany 2 davkami vakciny. U téchto pacient( byl préibéh spalnicek
vétSinou mirny, mitigovany, diagndza byla stanovena casto na zakladé epidemiologickych
souvislosti. U pIné vyjadieného prabéhu onemocnénf byly vysoké teploty, exantém, enan-
ra se rozvinula u 12 pacientd (13 %). Jednalo se o pneumonie s vyraznou dusnosti, kterd
ustupovala pomalu, oxygenoterapie byla nutnd 3-5 dnd. Dalsi zaznamenané komplikace
byly otitida (3 pacienti), gastroenteritida (7 pacientd), hepatopatie u dospélych pacient(
(17 pacientd), myositida (1 pacient), septicky préibéh (1 pacient).

Z&vér: Epidemie spalnicek v Ostravé nas presvédcila o stale trvajici zavaznosti onemocné-
ni, zvIasté proto, ze neni k dispozici cilena terapie. Prvni Gcinna vakcina byla licencovana na
Uzemi USA v roce 1963. V Ceské republice byla zahajena vakcinace v roce 1969 a ockovaly
se déti narozené v roce 1968 starsf 10 mésicl. Pres mozZnosti prevence z{stavaji spalnicky
celosvétove vyznamnou pricinou mortality i morbidity. K udrzeni dobré epidemiologické
situace je nutna proockovanost populace pres 95 %.
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Epidemie spalni¢ek v Moravskoslezském kraji -
zkusSenosti s laboratorni diagnostikou

Kantorova M., Mrazek J.

Zdravotni dstav se sidlem v Ostrave, Centrum klinickych laboratori, Oddéleni mole-
kuldrni biologie

Vroce 2017 byl zaznamenan wy33 wyskyt onemocnéni spalnickami v Ceské republice.
Ohnisko nakazy bylo v Moravskoslezském kraji, kde od Unora do Cervna onemocnélo pri-
blizné 130 osob. Spalnicky (morbilli) patfi k jedném z nejnakazlivéjSich prenosnych one-
mocnéni. Diagnostikuji se nejcastéji na zakladé typického klinického obrazu.

Laboratorni diagnostika spalnicek je zalozena na detekci specifickych protilatek ve tridach
IgG a IgM. Serologické vySetieni se provadi v akutni fazi infekce, ale i po prodélani infek-
ce. Kromé serologickych metod provadime primy prikaz viru spalnicek metodou real-
time PCR. Z dlvodu relativné kratké virémie je toto vysetreni vhodné zejména v casné fazi
infekce (maximalné do 7 dnl od vysevu vyrazky).

V pfispévku budou zminény nase zkusenosti s laboratorni diagnostikou viru spalnicek.
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Jaké genotypy rotavirli aktualné cirkuluji na nasem
uzemi? Epidemiologicka studia a geneticka analyza
lidskych rotaviria A.

'Prodélalova )., '"Moutelikova R., 'Dufkova L., 2Dvorakova-Heroldova M.,
2Hold V., *Sauer P.

"Wyzkumny dstav veterindrniho lékarstvi, v.v.i., Brno

2Mikrobiologicky ustav FNUSA a LF MU Brno

sUstav Mikrobiologie FNOL a LF UP Olomouc

Rod Rotavirus nélezi do Celedi Reoviridae a zahrnuje nejméné 8 skupin (druhl) - RVA-
RVH a dale RVI, ktery byl detekovany v Madarsku u psa a prozatim nebyl ICTV formalné
uznan jako novy druh. Nejbéznéjsimi a nejlépe prostudovanymi jsou RVA, které jsou také
povazovany celosvétové za nejdllezitéjsiho plvodce tézkych gastroenteritid u malych
déti; kazdorocné jsou pricinou vice nez 215 000 Umrti u déti mladsich 5 let (vice nez 33 %
vSech umrtf déti nasledkem prdjmovych onemocnéni).

Binarni klasifikacnf systém, ktery je pouzivany pro béznou klasifikaci rotavird, je zaloZzeny
na charakterizaci dvou hlavnich povrchovych virowych antigent - VP4 a VP7, které vyvola-
vaji tvorbu specifickych neutralizacnich protilatek. Sekvence segmentu kodujiciho protein
VP7 zafazuje rotavirus do G-genotypu a sekvence segmentu kédujictho VP4 protein urcuje
P-genotyp. Genotypizace rotavirll je provadéna predevsim pro vyzkumné Ucely, nicméné
prinasf velmi cenné informace o zastoupenf jednotlivych typ RVA v populaci, 0 zménéach
pomeéru genotypl v zavislosti na provadéné vakcinaci a nasledné o Ucinnosti pouzivanych
vakcin a také o mozné introdukci zoonotickych kmend rotavir(.

V préibéhu nasf studie bylo od brezna 2016 do listopadu 2017 vySetfeno celkem 1059
vzorkd lidskych stolic, z nichz bylo 15,4 % (n=163) vzork{ pozitivnich na pfftomnost RVA.
Vzorky byly vySetrovany tfemi rdznymi metodami (prikaz antigenu RVA pomoci EIA a imu-
nochromatograficky a priikaz rotavirové dsRNA metodou RT-gPCR).

Dosud byly pomoci Sangerova sekvenovani ¢i NGS (next-generation sekvenovani) stano-
veny nasledujici G-genotypy: G1 (n=23), G8 (n=7), G2 (n=5) a G3 (n=3). Genotypizace seg-
mentu kédujiciho VP4 protein zaradila typizované RVA do nésledujicich P-genotypU: P[8]
(n=30), P[4] (n=5) a P[9] (n=1). Pomé&rné Casty nalez G8 genotypu je prekvapivy, jelikoz
tento genotyp byva detekovan v Evropé zfidka, Castéjsi je v asijskych statech (Thajsko, Viet-

nam, Japonsko). Stejné tak genotyp P[9] nepatfi mezi bézné detekované P-typy, je velmi
pravdépodobné, Ze se v tomto pfipadé jedna o potencialné zoonoticky kmen rotaviru A.
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Africky mor prasat v CR: moZnosti laboratorni
diagnostiky

Véclavek P., Stépanek O., Bartak P.
NRL pro KMP a AMP, SVU Jihlava

Africky mor prasat (AMP), ktery byl pocatkem léta 2017 zavlecen do Ceské republiky, je
nebezpecnou nakazou s vyznamnym dopadem na zemédélskou produkci. Do kategorie
velmi nebezpecnych ndkaz se AMP fadi predevsim z dlvodu vysoké virulence, vysoké kon-
tagiozity a schopnosti rychlého Sifeniv populaci prasat. Nebezpecnost AMP rovnéz umoc-
nuje skutecnost, ze doposud neexistuje Ucinna vakcina.

Virus afrického moru prasat je jedinym zastupcem rodu Asfivirus Celedi Asfarviridae. Pri-
marné se vyskytuje na africkém kontinentu, kde je endemicky v prevazné asti subsahar-
ské Afriky veetné Madagaskaru. Genom viru obsahuje okolo 170-195 000 parC bazi, kédu-
jicich vice nez 150 proteint. Na zékladé analyzy sekvenci nukleotidd oblasti B646L genu
(p72) je v soucasné dobé rozezndvano 23 zékladnich genotypl. Virus AMP, ktery se od
roku 2007 rozsitil z Kavkazu pres Rusko az do vychodni Evropy, nalezi ke genotypu I, jenz
plvodné pochazi z oblasti vychodni Afriky. Kmeny viru AMP cirkulujici ve vwwchodnf Evropé
vykazuji vétsSinou vysokou virulenci a genetickou stabilitu, ale pfenos do nového prostredi
mUZe podpofrit genetickou variabilitu a tim i zménu virulence a ndslednou mortalitu. Pro
potfeby molekularni epidemiologie postupné dochazi k identifikaci novych genetickych
marker umoznujicich odlisenf a sledovani riznych genetickych variant.

Laboratorni diagnostika AMP zahrnuje dva okruhy testd: detekci a identifikaci viru (tzn.
virovych antigen( nebo virového genomu) a prlikaz specifickych protilatek pomocf sérolo-
gickych test(. V soucasné dobé je k dispozici Siroka skéla testl k prikazu viru AMP, mezi
které patfi izolace viru na tkanovych kulturdch, hemadsorb¢nf test, ELISA test na prikaz
antigenu, primy fluorescencencni test, rdzné varianty polymerazové retézové reakce (PCR)
i metoda izotermalni amplifikace s rekombinantni polymerazou (LAMP). V poslednich
letech je pro diagnostiku AMP nejvyuzivanéjsim virologickym testem real-time PCR (gPCR)
a to pro vysokou senzitivitu, specifitu, rychlost i moznost kvantifikovat virovou DNA. Navic
moznost automatizace qPCR zvySuje kapacitu laboratore z hlediska poctu moznych vySet-
feni a snizuje potencionalni zkrfizené kontaminace v testu. Soucasti diagnostiky je rovnéz
geneticka typizace a charakterizace izolatl viru AMP.

Prvi pfipad AMP v CR byl konfirmovéan v Narodnf referencni laboratofi pro AMP v SVU Jih-
lava dne 26. 6. 2017. Jednalo se o uhynulé divoké prase nalezené u Zlina. Od té doby bylo
v ramci aktivni ¢i pasivni surveillance (zastrelena resp. uhynula prasata) vySetfeno vice nez
10 000 zvifat a potvrzeno vice nez 150 pozitivnich pripadl AMP u divokych prasat (konec
listopadu). V3echny vzorky ze zamorené oblasti jsou testovany v NRL pro AMP v SVU Jihla-
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va. Pro laborator se jedna o velmi naro¢né obdobi. Kazdodenni rutinni diagnostiku AMP,
zejména PCR analyzu, si nelze predstavit bez vyuziti automatizovanych platforem (robot®)
jako napf. rlznych systémd pro extrakci DNA. Molekularnf charakterizace izolatd viru pro-
biha ve spolupraci s EU RL pro AMP v Madridu.
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Molekularni diagnostika herpetickych outsider:
HHV-6A/B a HHV-7

PratT.
GeneProof, a.s.

Lidské herpesviry 6A/B a 7 patfi mezi mélo probadané zéstupce této celedé, zpUsobujici
v détstvi tzv. Sestou nemoc (exanthema subitum) s naslednou latenci. Zasadni vyznam
majf tyto viry pfi reaktivaci uimunokompromitovanych pacientd, jednd se o nejcasté-
ji a nejdrive se reaktivujici viry v dobé imunosuprese po alogenni transplantaci kmeno-
vych bunék aj. Proto je citliva, kvantitativni a rychla molekularni diagnostika specifickymi

TagMan sondami dlezitym néstrojem pro zahéjeni 1é¢by a zvliadnuti infekce.
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Vliv mechanismu usmrceni bakterii na presnost
kvantifikace pomoci EMA/PMA-qPCR

Vondrakova L., Pazlarova J., Demnerova K.
VSCHT Praha

Prestoze je metoda kvantitativni real-time PCR (gPCR) velmi dcinnym nastrojem pro identi-
fikaci a kvantifikaci réiznych mikroorganismd, jednou jejich z hlavnich nevyhod je neschop-
nost rozlisit plvod detekovaného signélu (Zivé, mrtvé, ¢i zivé, ale nekultivovatelné VBNC
bunky). Z tohoto dlvodu tudiz hrozf redlny zisk falesné pozitivniho vysledku detekci mrt-
vych bunék, a naopak mozné podhodnoceni poctu bunék zivych. Tato limitace nenf tak
zavaznym problémem v pfipadé kvalitativnich analyz, kde je zjiStovana pouze ne/pfitom-
nost detekovanych mikroorganismd. Nicméné je-li metoda gqPCR pouzivana pro kvantifi-
kaci Zivych infekénich agens, napr. v kontrole potravin a potravnim préimyslu vseobecné,
pro testovani Ucinnosti dezinfeknich latek, nebo pro presné stanoveni rizika, stava se
tento nedostatek velmi vyznamnym. Nastésti je v dnesni dobé mozné zavést jista opatre-
ni v podobé takzvané pred-Upravy analyzovaného vzorku v kombinaci s naslednou gPCR,
které pomahaji zajistit co nejpresnéjsi analyzu Zivych cilovych mikroorganismd v daném
vzorku.

Asi nejcastéji vyuzivanym reSenim, které pomaha redukovat tento problém, je oSetfe-
ni analyzovaného vzorku pomoci DNA interkalacnich barviv, jakymi jsou napf. ethidium
monoazid (EMA), ¢i propidium monoazid (PMA). U¢innost tohoto pfistupu v3ak zavisi pre-
devsim na propustnosti bunécné membrany.

Proto byla v této praci provedena tzv. ,zabijeci studie”, pomoci které byl zhodnocen vliv
nékolika technik inaktivace bunék s riznymi mechanismy pdsobeni na vysledky EMA/PMA-
gPCR. Tfi hlavni termotolerantni Campylobacter spp. predstavujici celosvétove nejcastejsi
plvodce lidské enteritidy (C. jejuni, C. coli a C. lari) byly ve smésné suspenzi pouzity jako
modelové organismy a inaktivovany panelem osmi letalnich a jednim subletalnim proce-
sem. Ve studii byly zahrnuty takové mechanismy inaktivace, s nimiz se bakterie mohou
bézné setkat béhem svého Zivota (napf. zpracovani a skladovani potravin, plsobeni
rznych dezinfek¢nich I1atek a mechanickych vlivi apod.). Vysledky této studie byly poté
kvantifikovany pomoci dffve navrzené multiplex EMA/PMA-qPCR specifické pro dané kam-
pylobaktery. Ukazalo se, ze efektivita gPCR, a tudiz i konecné vysledky kvantifikace, jsou
silné ovlivnény nejen rliznymi inaktivacnimi mechanismy, ale patrné byly i druhové speci-
fické rozdily. C. lari se jevil byt nejvice rezistentnim druhem k EMA/PMA barveni, zatimco
C. coli se zdal byt nejcitlivéjsim. Vysledky ,zabijeci studie” jasné ukazuji, ze technika pred-
Upravy vzorku pomoci téchto interkalacnich barviv nem(ze byt slepé pouzita pro kazdou
analyzu, aniz by se bral v Gvahu mozny zpUsob bakteridlniho usmrcent.

PREDNASKY




Prace byla financovdna projekty podpory vysokoskolského vyzkumu Ministerstva Skolstvi, mid-
deZe a télovychovy Ceské Republiky MSMT ¢. 21/2012, MSMT ¢. 21/2013, COST Action BacFood-
Net FA1202 a GACR 17-159365S.

PREDNASKY




_____________________________________

Ing. Martina Kraémarova

Vlysoka Skola chemicko-technologicka v Praze
Technicka 3, 166 28 Praha

tel: +420 776 380 046
e-mail:  kracmarm@vscht.cz

Zmény padni mikrobialni diversity v zavislosti na
rizném typu hnojeni

Kragmarova M., Stiborova H., Uhlik O., Strejéek M., Demnerova K.
Vysoka skola chemicko-technologickd, Fakulta potravindrské a biochemickeé
technologie, Ustav biochemie a mikrobiologie

Aplikace hnojiv na zemédélskou pldu je jiz béznou praxi za Ucelem zvySenf Zivin a tim
i zlepSeni produkce plodin. Jejich pouziti ovliviiuje také jiné vlastnosti pddy, jako jsou napfi-
klad jeji struktura, pddni vihkost, Urodnost, pH a prvkové slozeni. Aplikaci organickych ¢i
minerdlnich hnojiv je zaroven ovliviiovan pldnf mikrobiom a jeho diversita. Nicméné zmé-
ny, které mohou nastat v mikrobialnim spolecenstvi, nejsou zcela prozkoumany.
Mikrobidlnf diverzita v pldé (obdélavané i neobdéldvané) je komplikovana a proménliva
v zavislosti na okolnich podminkach (aplikace hnojiv, lokalita, péstba plodin, sloZeni pldy
apod.). Cilem prace je analyza mikrobialnich populaci z experimentalnich poli na Ctyrech
mistech Ceské republiky: Suchdol, Hnévéeves, Humpolec, Lukavec. Kazdé vyzkumné pole
bylo rozdéleno na tfi ¢asti, na kterych jsou jiz od roku 1996 cyklicky péstovany brambory,
pSenice a jeCmen (vzdy v tomto poradi). Kazda z téchto asti je oseta jinou plodinou, nic-
méneé rotace téchto plodin na jednotlivych tfetinach je zachovana. Zaroven byly vsechny
tri ¢asti pole rozdéleny do dalsich 5 blokd, které jsou po celou dobu experimentu hnojeny
rGznymi druhy hnojiv: i) NPK mineraini hnojivo (davky N-P-K byly 330-90-330 kg/ha), ii)
odpadové kaly (330 kg N/ha), iii) odpadové kaly (990 kg N/ha), iv) hnojem ze statkd (330 kg
N/ha), v) kontrola bez hnojent.

Metoda trojpolniho systému péstby plodin a aplikace nékolika rtznych druhl hnojiv
umoznuje, po odbéru vzorkd, porovnat vliv této zemédélské praxe na slozeni mikrobi-
alntho spolecenstvi v ptdé. Jiz nékolik studif potvrdilo, Ze se mikrobidlni diversita ménf
v zavislosti na typu aplikovaného hnojiva, nicméné malokdy byly tyto studie dlouhodobé ¢i
kombinované s rotaci plodin, ktera je bézné v zemédélstvi pouzivana k udrzeni Grodnosti
pld.

Ze vsech vyzkumnych poli byly odebrany vzorky, ze kterych byla izolovana DNA. Pomoci
dvou po sobé nasledujicich polymerazovych retézovych reakci byl amplifikovany marke-
rovy gen 16S rRNA (V4 a V5 region). Nasledna sekvenace byla provedena ve spolupraci
s universitou na Aljasce ve Fairbanks pomoci lllumina MiSeq.

Naslednou analyzou rozptylu, kanonickou korespondencni analyzou ¢i analyzou indikato-
rovych organismu byl potvrzen signifikantnf vliv rdznych typd hnojiv a trojpolniho systému
na mikrobidIni diversitu. Zarover informace o slozenf pddniho mikrobiomu byly viceroz-
mérnymi statickymi analyzami propojeny s enviromentalnimi proménnymi.

Autori dékuji za financovani projektu ¢. 16-07441S Grantové agenture Ceské republiky.
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Optimalizace MOL-PCR pro multiplexni detekci
patogenu

2Reslova N., 2*Huvarova V., 23Hrdy J., 'Kasny M., 2Kralik P.

"Ustav botaniky a zoologie, Prirodovédeckd fakulta Masarykovy univerzity, Brno
20ddéleni bezpecnosti potravin a krmiv Vyzkumného dstavu veterindrniho lékarstvi,
Brno

3Ustav experimentdini biologie, Pfirodovédeckd fakulta Masarykovy univerzity, Brno

Soudobé moznosti na poli diagnostickych a skriningovych metod i naddle zaznamenavaji
vyrazné pokroky, avsak stale nenf k dispozici dostatecné komplexni a multiplexni aplikace,
umoznujicl sjednocenf stavajicich postupl v jednoduchy a funkeni celek.

NaSe prace je vtomto sméru zamérena na vyvoj metodiky s potencidlem pro rychly
a simultdnnf skrining sirsiho spektra patogent ve smésném vzorku. Kvalitativni analyza je
zalozena na multiplexni oligonukleotidové ligaci-PCR (MOL-PCR) s adaptaci na suspenzni
detekcni systém xMAP, vyuzivajiciho magnetickych mikrosfér. Optimalizaci reakénich pod-
minek jsme vytvorili uceleny protokol pro rychlou detekci medicinsky a klinicky vyznam-
nych vir(, bakterii a parazit(, kontaminujicich zejména potravinové zdroje. Jednotlivé sys-
témy jsou v soucasné dobé testovany se zamérenim na funkcnost v multiplexu, pficemz
cilem nasich snah je vytvorit detekeni panely uzpdsobené rliznym typlm vstupnich matric,
jako napf. zelenina/ovoce, maso, voda, stolice.

VWzkum byl podporen z projekts MSMT CR (LO1218), Ministerstva zemédélstvi CR (RO0516),
Ministerstva vnitra CR (VI20152020044) a institucionalni podpory Masarykovy Univerzity
(MUNI/A/1362/2016).
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Vyvoj a aplikace MOL-PCR pro detekci plivodcii
bakterialnich infekci z potravin

“2Huvarova V., *Reslova N., 'Kralik P.
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Multiplexni oligonukleotidova ligacni PCR (multiplex oligonucleotide ligation PCR assay =
MOL-PCR) je jednou z metod vyuZitelnych pro detekci mikrobiélnich patogent. Umoznu-
je analyzu vice typ markerd, jako jsou jedinecné sekvence, inzerce, delece nebo jedno-
nukleotidové polymorfizmy (SNP) v jedné multiplexni reakci. Pro detekci specifické cilové
sekvence je navrhovan par tzv. MOLigo sond. Kazdy par MOLigo sond je specificky pro
urcitou cilovou sekvenci, ale vSechny pary obsahujf stejnou sekvenci pro nasedani univer-
zalnich primerd. MOLigo sondy se pripojuji k cllové sekvenci a liguji béhem samostatného
ligacniho kroku, ¢imz vytvori komplexni ssDNA, ktera slouzi jako templat pro naslednou
amplifikaci za pouzitf univerzalniho paru primert (jeden je fluorescen¢né znaceny) béhem
PCR. Jedna z MOLigo sond obsahuje i tzv. TAG, coz je unikatni sekvence pomoci které PCR
produkty hybridizuji ke kulicce s kovalentné navazanou anti-TAG sekvenci. Kazdy set kuli-
Cek tak nese odliSnou anti-TAG sekvenci, komplementarni k TAG sekvenci v MOLigo sondé
a zaroven ma odlisitelnou spektralni adresu danou kombinaci Cerveného a infracervené-
ho fluoroforu, kterymi jsou polystyrenové kulicky naplnény. Cela reakce i nasledna analyza
jednotlivych setd kulicek s navédzanym PCR produktem probihé v pfistroji MAGPix napoje-
ném na pocita¢. MOL-PCR byla optimalizovana pro detekci pdvodcl bakteridlnich infekci
z potravin, kterymi jsou Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica,
Salmonella enterica subs. enterica a Staphylococcus aureus. Vsestrannost MOL-PCR byla
vyuzita pfijejich simultanni detekci.

Tato prdce vznikla v rdmci projektu Bezpecnostniho vyzkumu Ministerstva vnitra CR VI
20152020044.
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RozliSeni osmi druhti parazitickych hlistic rodu
Trichinella s vyuzitim High Resolution Melting (HRM)
analyzy

2Skorpikové L., "?Reslové N., 'Kasny M.
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Hlistice rodu Trichinella (kmen Nematoda), patfi mezi celosvétové rozsifené parazity ten-
kého stfeva a bunék pricné pruhované kosterni svaloviny. Napadaji vice nez sto druhl
hostiteld, mezi kterymi jsou zastoupeni savci, plazi i dravi ptaci. Mnozf zastupci rodu Trichi-
nella jsou plvodci zoondz, pricemz u ¢lovéka zplsobuji zdvazné onemocnéni nazyvané
trichineldza, které bylo doposud dokumentovano v 55 zemich svéta.

Obecné se zastupci rodu Trichinella déli do dvou morfologickych skupin podle schopnosti
svalovych larev wytvaret kolem sebe kolagenni pouzdro. Silné pouzdro tvori Sest druhd (T1
- T.spiralis, T2 - T. nativa, T3 - T. britovi, T5 - T. murrelli, T7 - T. nelsoni, T12 - T. patagoniensis)
a tri dalsi taxonomicky nedefinované genotypy (T6, T8 a T9). Tri druhy (T4 - T. pseudospira-
lis, T10 - T. papuae a T11 - T. zimbabwensis) toto pouzdro netvori. Kromeé rozdill ve velikosti
a v tvorbé kolagennich pouzder jsou jednotlivé druhy téchto hlistic morfologicky témér
nerozlisitelné.

Cilem préace bylo vyvinout metodu umoznujici rozliseni jednotlivych druhl parazitickych
hlistic rodu Trichinella. K tomuto Ucelu byla zvolena High resolution melting (HRM) analyza
-jednoducha, rychla a spolehliva metoda slouzici k detekci genetické variability amplifiko-
vanych DNA fragment( bez nutnosti sekvenace.

Pro analyzu byl zvolen Usek mitochondrialniho genu kédujici podjednotku | oxidazy cyto-
chromu C (COI), vyznacujici se pozadovanou konzervovanosti nukleotidové sekvence
v ramci druhu a zaroven variabilitou mezi blizce pribuznymi druhy hlistic. Testovano bylo
celkem 37 vzork DNA - 33 vzorkU izolovanych ze svalovych larev hlistic referen¢nich dru-
ha (T. spiralis 1SS3, T. nativa 1ISS10, T. britovi 1SS2, T. pseudospiralis 1S513; 1ISS588, T. nelsoni
ISS37, T. murrelli 1SS35, T. papuae 1SS572 a T. zimbabwensis 1S51029) a 4 ,slepé” vzorky
ziskané z prirodnf infekce prasete divokého.

Vystupem nasi studie jsou druhoveé specifické krivky s konfidencnimi intervaly vytvorené
z krivek teplot tani DNA referencnich vzorkd, které svym charakteristickym prdbéhem
a tvarem umoznujf jednoznac¢né odlisenf osmi druhd hlistic rodu Trichinella. Vsechny ,sle-
pé" vzorky byly na zakladé vytvorenych konfidencnich intervalQ urceny jako T. britovi.
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.Vime, co jime?” aneb pouZiti PCR v analyze masnych
vyrobka

1'z/ﬁv\khatova D., 'Zdenkova K., 'Fialova E., 'Kubica L., 'Demnerova K.
"WSCHT Praha, ?Vyzkumny dstav potravinarsky Praha

FalSovanf potravin je stale aktualni problém. Maso a masné vyrobky patfi k nejdrazsim
potravinam a proto spadaji do kategorie nejcastéji falSovanych komodit. Jednim z béz-
nych zpUsobl klamani zékaznikd je ndhrada jakostnfho druhu masa masem méné hod-
notnym a uvadéni nespravnych Udajd na etiketé vyrobku. V soucasné dobé existuje velké
mnoZzstvi metod umoznujicich urceni druhového pdvodu masa, mezi néj patri molekular-
né-biologické metody vyuzivajici analyzu DNA, které umoznuji velice pfesnou identifikaci
zivocisnych druhl pouzitych pri vyrobé potravin.

V predkladané praci byly analyzovany vzorky masnych vyrobkd, zakoupenych v trznf siti
Ceské republiky. Ve studii byla Gsp&$né pouzita polymeradzova Fetézova reakce (PCR) pro
identifikaci masa skotu, prasat, konf a dribeze (kure, kachna a krta).

Pro kvalitativnf stanoveni obsahu masa ve vyrobcich byla pouZita metoda multiplexni PCR.
Pro detekci masa skotu, prasat, dribeze a koné byly pouzity primery komplementarni
k Useku mitochondridlnf DNA kédujici cytochrom b. Pro testovani driibezich vyrobkd byly
pouzity primery specificky amplifikujici interleukin Il kurete, kachny i krdty.

Pro kvantifikaci DNA vybranych druht mas (hovézi, veprové a kurecf) v masnych vyrobcich
byla pouzita metoda kvantitativni multiplexni PCR s fluorescencni detekci v redlném case
(mgPCR). V mgPCR reakci byly pouzity primery v kombinaci s pfislusnymi hydrolyzacnimi
sondamikomplementarni k DNA kédujici geny pro beta-aktin prasete, cyklickou-GMP-fos-
fodiesterasu skotu, kufeci interleukin Il a pro gen kédujici myostatin, univerzalni marker
savcl a dribeze.

V nékterych pfipadech byly nalezené rozpory v Udajich uvedenych na etiketé s vysledky
provedenych analyz.

Podékovdni: Financovdno z tcelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT ¢ 20-
SW/2017). Prdce byla ddle podporena grantem MZe (NAZV) QJ1530272: Komplexni strategie
pro efektivni odhalovdni falSovdni potravin v fetézci (prvo)vyroba - spotrebitel.
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Diverzita lidskych a prasecich rotavirovych kment
v Ceské republice a jejich moZny zoonoticky potencial

'Dufkova L., "Moutelikova R., "Prodélalova J., 2Dvorakova-Heroldova M.,
’Hola V., 3Sauer P., “*Kamler J., *Drimaj J., “Plhal R.

'Oddéleni virologie, Viyzkumny dstav veterindrniho lékarstvi, v.v.i., Brno
2Mikrobiologicky ustav Lékarské fakulty Masarykovy univerzity v Brné
*Mikrobiologicky ustav Fakulty zdravotnickych véd Univerzity Palackého v Olomouci
“Ustav ochrany lesti a myslivosti, Lesnickd a dfevarskd fakulta Mendelovy univerzity
v Brné

Rotaviry patfi mezi nejvyznamnéjsi pdvodce virovych gastroenteritid détf do péti let véku
a obecné mlddat savcd. Jsou prenadseny orofekalné. Rod Rotavirus je ¢lenén do osmi druhd
oznacovanych pismeny A (RVA) az H (RVH) a doposud oficialné neuznané druhy RVl a RV).
Genom rotavird se skldda z 11 segmentl linedrni dvouretézcové RNA, které koduji Sest
strukturnich a pét nebo Sest nestrukturnich protein(. Pro Klasifikaci rotavir( jsou bézné
vyuzivany tri z téchto genomovych segmentl: VP6 segment kddujicl skupinovy antigen (4.
hlavni kapsidovy protein) se vwyuziva k zafazeni rotavird do jednotlivych druhd, VP4 a VP7
segmenty (koduji dva vnéjsi kapsidové proteiny) se pouzivaji ke klasifikaci rotavir do P
a G genotypd.

Cilem prezentované studie bylo (1) detekovat rotaviry A, B a C ve vzorcich lidské stolice
a vykal& domécich i divokych prasat, (2) provést genotypizaci detekovanych rotavird a (3)
stanovit pripadna rizika zoonotického prenosu rotavirll mezi lidmi a prasaty.

V letech 2014 az 2016 bylo vySetfeno 360 vzord stolice ziskané od pacientd s akutnf viro-
vou gastroenteritidou, 222 vzork{ vykall prasete domdciho a 203 vzork( strevniho obsahu
prasete divokého. U vzork( pozitivnich na pritomnost rotavirového genomu byly amplifi-
kovany sekvence gen(l VP6, VP4 a VP7, které byly déle analyzovany. V préibéhu studie jsme
bohuZel doposud nedetekovali zadny lidsky RVC, jehoZ vyskyt v CR jsme predpokladali
vhledem k obcasnému zachytu v okolnich evropskych zemich. U prasete domaciho je RVC
detekovan bézné (20,7 %, n=46), podobné je tomu iu divokych prasat (12,8 %, n=26).
Obdobné jsme nedetekovali ani lidsky RVB, jehoz vyskyt na nasem udzemi neni ovsem
prilis pravdépodobny a ktery byva spiSe ojedinéle detekovan u prasete domaciho. RVC
jsou u prasat bézné detekovany u klinicky zdravych i prljmuijicich zvifat a jejich vyznam je
proto z hlediska veterindrni mediciny nejasny. RVA jsme detekovali ve 30 % vzork{ lidské
stolice (n=108), 51,8 % vzork{ vykall prasete domaciho (n=115) a 2,5 % vzorkd strevniho
obsahu prasete divokého (n=5). Vyznamnym zjisténim byla detekce ctyr kmen( (G4P[25]I1,
G4P[6]I5, GT1P[13]15 a G5P[13]I5) pochazejicich ze stfevniho obsahu prasete divokého,
které jsou fylogeneticky pribuzné s lidskymi i prasecimi kmeny RVA. Lidské RVA jsou ve
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srovnani s prase¢imi kmeny geneticky vice konzervované. Naopak divoka prasata mohou
i diky tomu, Ze se Casto pohybuiji v blizkosti lidskych sidel, vyznamné prispivat ke genetické
variabilité RVA a pripadné ke vzniku kment se zoonotickym potencidlem.

Studie byla financovana projekty Ministerstva zdravotnictvi CR (16-29937A) a Ministerstva
zemedeélstvi CR (RO0516).
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Ovérovani pritomnosti inhibicniho efektu u qPCR pfi
analyze DNA

1'Zlfialové E., 'Zdenkova K., 'Demnerova K.
! \/S/CHT Praha
2VURV, v.v.i.

Extrakce kvalitnf DNA z matrice je klicovym krokem pro analyzu vzorku vyuzitim polyme-
razové retézové reakce (PCR). Komplexni vzorky ¢asto obsahuji mnoho latek, které jsou
izolovany spolu s DNA a nasledné snizujf Gcinnost jeji amplifikace v pribéhu PCR. V pred-
kladané praci byly porovnany tri metody izolace DNA: izolacni metoda vyuzivajici cetyl-
trimetylamonium bromid (CTAB) dle normy CSN EN ISO 21571, metoda vyuZivajici CTAB
s pridavkem fenolu a izolace komercnim kitem NucleoSpin Food Kit (Macherey-Nagel,
Némecko). U vsech metod bylo nejprve zvazeno riziko pritomnosti inhibitorl ze zndmych
chemikalii potfebnych pro izolaci. Po provedeni gPCR byla zjiStovana realna pritomnost
inhibicniho efektu pri amplifikaci DNA extrahované z masa a olejnin. Kromé porovnani
inhibi¢niho efektu mezi izolacnimi metodami DNA byl testovan také vliv pridavku rliznych
koncentraci inhibitoru, roztoku NaCl, do reakéni smési. Pritomnost inhibi¢niho efektu byla
vyhodnocena na zakladé vypoctu efektivity amplifikacnf reakce a/nebo zmény prahového
cyklu (Ct). Déle byla analyzovana krivka tanf, kterd mdze poukézat na zménu PCR produktu
(pravdépodobné v disledku vazby inhibitoru).

Na zakladé porovnani koncentrace a Cistoty izolované DNA, pracnosti izolac¢niho postupu
a vyhodnoceni pritomnosti inhibi¢niho efektu byla jako nejlepsi pro izolaci DNA ze vzor-
k& zvolena izola¢ni metoda vyuZivajici CTAB dle normy CSN EN ISO 21571, PCR analyza
s pouzitim této DNA vykazovala nejvySsi efektivitu reakce, ktera zaroven spada do opti-
malniho rozmezi efektivity PCR (90 - 110 %). Naopak nejhorsi efektivitu reakce vykazovala
DNA izolovana komercnim kitem.

Literatura:

ENGL, JRC-IHCP. Verification of analytical methods for GMO testing when implementing
interlaboratory validated methods. Luxembourg: Publications Office of the European Uni-
on, 2011.

Podékovant:

Prdce byla podporena granty MZe (NAZV) Q1530272 ,Komplexni strategie pro efektivni odha-
lovani falSovani potravin v fetézci (prvo)vyroba - spotiebitel” a QK1720263: ,PAPAVER - Dia-
gnostické metody pro laboratorni kontrolu pravosti mdku setého”.
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Identifikace makrely obecné (Scomber scombrus)
pomoci analyzy parvalbuminového genu

Lencova S., Zderikova K., Akhatova D., Demnerova K.
Vysoka skola chemicko-technologickd v Praze

FalSovani potravin je problémem jiz od dob, kdy se potraviny zacaly vyrabét za ucelem
prodeje. Ryby a vyrobky z nich jsou prikladem stéle Castéji falSovanych komodit, coz vyUs-
tilo v potfebu novych efektivnich a spolehlivych metod pro identifikaci jednotlivych rybich
druhd.

Identifikace ryb byla dfive zalozena na hodnoceni morfologickych znakd, ovsem v pripa-
dé rybich wrobk{ takové metody nestaci. S rychlym vyvojem molekuldrné biologickych
metod zalozenych na polymerazové retézoveé reakci (PCR) se ukazalo, Ze pro Ucel stanove-
ni druhu ryb ve vyrobku jsou tyto metody idealni. Jejimi nespornymi benefity jsou zejmé-
na rychlost, citlivost, specifita, pfijatelna cena analyzy. Vhodnym genomovym markerem
pro druhovou identifikaci ryb je diky své stavbé parvalbuminovy gen. Pro ndvrh primer(
s cllem druhové identifikace ryb byla vybrana oblast druhého intronu parvalbuminového
genu, ktery ma u ryb velmi rozdilnou strukturu.

Cilem této prace bylo navrhnout a ovérit protokol PCR pro identifikaci komercné vyznam-
né ryby makrely obecné (Scomber scomburs) zalozeny na analyze sekvence genomové
DNA hlavniho rybiho alergenu parvalbuminu. Ze tff testovanych metod izolace DNA byla
jako nejvhodngj&i zvolena CTAB dle CSN EN ISO 21571. Déle byly navrZeny a testovany
primery cilené na amplifikaci specifickych gen makrely obecné. Specifita primerd byla
testovana na panelu 31 Zivocisnych druhd, konkrétné na DNA z 24 druhd ryb, Sesti druh
masa bézné dostupného na tuzemském trhu a na lidské DNA. Vyuzitelnost primer( pro
redlné vzorky byla ovérena analyzou Sesti vyrobkd s obsahem makrely obecné nebo loso-
sa obecného. Navrzené primery prokazaly znacnou specifitu, amplifikace probihala pou-
ze u vzorku makrely obecné s produkty o velikosti 215 bp, ¢imz byla potvrzena vhodnost
vyuzitl analyzy parvalbuminového genu pro druhovou identifikaci makrely obecné.
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Detekce markerd genotoxicity E. coli a jejich potencial
pro screening rizika spontanniho kolorektalniho
karcinomu (CRC)

'Mezerova K., 'Raclavsky V., "Janovska L., *Stary L.
"Ustav mikrobiologie LF UP a FN Olomouc
21. chirurgicka klinika FN Olomouc

Vznik a rozvoj sporadického kolorektalniho karcinomu (CRC) je multifaktoridlni proces,
na jehoz etiologii se podle dosavadnich publikaci podili také produkce mikrobidlnich
genotoxinl pochézejicich ze strevni fléry. V fadé studif byl popsén kancerogenni Gcinek
genotoxinu kolibaktinu, ktery mUze byt produkovan nékterymi kmeny bakterie Escherichia
coli. U producentd kolibaktinu byla prokdzana schopnost indukovat dvouretézcové zlomy
DNA v eukaryotickych bunkach in vitro a in vivo, coz vede k inkompletnim reparacim DNA
a chromozomalnim aberacim. Kolibaktin je kddovan na genomickém ostrove pks, ten byva
pritomen u £. coli fylogenetické skupiny B2, u které Ize detekovat Sirokou skalu gen( kodu-
jici faktory virulence. Mezi dalsi genotoxiny, u nichz byl popsan proonkogenni vliv a které
by mohly byt v budoucnu povazovany za rizikové markery CRC, patfi cytotoxicky nekroti-
zujici faktor (CNF) a cytoletalni toxin (CDT).

Cilem naseho vyzkumu je stanovenf rizikovych genetickych marker( sporadického kolorek-
talniho karcinomu pro budouci screening tohoto onemocnéni. Pravé detekce kolibaktinu
u enterobakterif izolovanych od pacientl s CRC predstavuje dle fady publikaci v soucasné
dobé perspektivni feSenf pro ¢asnou diagndzu onemocnéni. Pozdéjsi zachyt onemocnéni
v jiz pokrocilém stadiu byva castym ddvodem selhani symptomatické [éc¢by.

V nasi studii byly vzorky odebirany metodou wytéru z rekta, ktery predstavuje nejjednodussi
a neinvazivni metodu vySetfeni. Kromeé pacientl s CRC byla oslovena také kontrolni skupina
pacient(l se 7adostf o poskytnutf vzorku za Ucelem porovnavani strevniho mikrobiomu. Tu
predstavuji pacienti s jinou diagndzou nez je CRC. Vzorky byly kultivovany na nékolika typech
selektivnich a selektivné-diagnostickych pdd pro co nejvétsi zachyt mikroorganism(. Nésle-
dovala identifikace vSech typ( kolonii pomoci MALDI-TOF MS, subkultivace bakterialnich
druht potencidlné produkujicich genotoxiny a jejich detekce pomoci PCR.

Ze 168 testovanych izolatl £. colibyl u 46 kmen( detekovan genomicky ostrov pks kéduijicf
kolibaktin. PFi nésledné charakterizaci tohoto vybraného souboru pks pozitivnich izolatd
byl detekovan u 28 kmen( gen kédujici CNF a u 5 kment gen pro CDT. Na zakladé prove-
dené biotypizace bylo zarfazeno vsech 46 zminénych izolatd do fylogenetické skupiny B2.
Vzhledem k tomu, ze kmeny biotypu B2 jsou charakterizovany vysokou virulenci, bude
tato skupina izolatl déle testovana na pritomnost gent kodujicich faktory virulence (afaC,
dsbA, fimH, htrA a IpfA).
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Predpoklddanym vysledkem nasf studie je validace genetickych marker( pozitivné asoci-
ovanych s etiologii CRC, na zakladé kterych by byl rizikovy pacient doporucen k dalsSimu
vySetfeni a pravdépodobnost ¢asného zachytu onemocnéni by se tak zvysila.
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Kontaminace kontaktnich co€ek patogennimi
kvasinkami

Michalcova L., Heidingsfeld O.

Patogenni kvasinky rodu Candida predstavuji hrozbu pro jedince s oslabenou imunitou.
U zdravych lidi mohou byt tyto kvasinky soucasti bézné mikrofléry, ale oslabeni organis-
mu muZe vést ke vzniku endogennf infekce. Zdroj infekce vSak mlze byt také exogenni.
Patogenni kandidy adherujf i k abiotickym povrch@im, napf. k plastovym zdravotnickym
potFebam. Casté jsou pfipady kolonizace zubnich protéz, které vedou ke kandidézam Ust-
nf dutiny. Kandidy také ochotné kolonizuji kontaktni ¢ocky a nasledné zpdsobuji endoftal-
mitidy.

Sledovali jsme kolonizaci hydrogelovych kontaktnich ¢ocek kvasinkami C. albicans, C. para-
psilosis a C.glabrata a dynamiku nasledného uvolfiovani patogenl z kontaminovanych ¢o-
Cek do Cistého média. Zabyvali jsme se metodami izolace kvasinkové DNA z kontaminova-

nych cocek, za Ucelem pripadné identifikace patogent pomoci PCR.

Tato prdce vznikla za financni podpory Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubice,
studentsky projekt SGS_2016_004 a SG_20.
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Optimalizace pripravy DNA sondy na bazi zlatych
nanocastic vyuzitelné pro elektrochemické senzory

Murasova P., Srbova J., Kovarova A., Korecka L., Bilkova Z.
Katedra biologickych a biochemickych véd, Fakulta chemicko-technologickd,
Univerzita Pardubice

DNA-sonda je syntetizovany oligo(deoxy)ribonukleotid s presné definovanou délkou
a sekvenci komplementarni's cilovou (stanovovanou) molekulou DNA. Bézné uzivané son-
dy v cytogenetickych vySetfovacich metodach byvaji vySe zminéné oligonukleotidy kon-
jugované nejcastéji s fluorescencni znackou, popfipadé radioaktivnim izotopem a slouzf
predevsim k prikazu genetickych poruch v cytodiagnostice.

Oligonukleotidy konjugované s nanocasticemi napf. zlaté nanocastice (AuNPs), magne-
ticky aktivni nanocastice nebo kvantové tecky Ize vyuzit v mnoha modernich detekcnich
technikach. Kombinaci vysoké specifity DNA oligonukleotid( a unikatnich optickych a fyzi-
kalnich vlastnosti zlatych nanocastic vznika DNA sonda, kterou Ize vyuzit jako soucast bio-
senzoru, napriklad pri priikazu patogennich bakterif v potravinach.

V zavislosti na modifikaci oligonukleotidu a AuNPs Ize vyuZit pro jejich vzajemnou konjuga-
ci réiznych typl kovalentni vazby. Jednou z nejcastéjsich vazeb je vazba mezi thiolovanymi
oligonukleotidy a molekulou zlata (Au-S vazba). Diky vysoké afinité thiolové skupiny se zla-
tem vznika velmi stabilni konjugat. Klicové pri funkcionalizaci zlatych nanocastic oligonuk-
leotidy pres Au-S vazbu je fakt, ze povrch zlatych nanodcastic je zaporné nabity stejné tak
jako celd molekula DNA, coz vede ke vzniku odpudivych sil. Tomu Ize zabranit procesem
postupného zasolovani roztoku pomoci chloridu sodného béhem reakce. Rozhodujici je
i zvoleny vazebny pufr a jeho pH, coz je nutno optimalizovat.

V této praci jsme se zabyvali optimalizacf vazby thiolovanych ologonukleotid( na povrch
zlatych nanocastic za pomoci 4 rliznych protokol(. Vedle Au-S vazby Ize pro pripravu oli-
g0o-AuNPs biosenzoru vyuzit zlaté nanocactice a oligonukleotidy s rdznymi funkénimi sku-
pinami a kovalentné je provazat napriklad pomoci karbodiimidové metody.

Vyzkum byl podporen Evropskou unii v ramci projektu LOVE-FOOD 2 MARKET, ¢. 687681.
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Analyza dosud necharakterizovaného genu PHO15
patogennich kvasinek Candida albicans a Candida
parapsilosis

Neradova S., Kro€ova E., Kupcik R., Heidingsfeld O., Janovska S., Bilkova Z.
Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko-technologickd, Katedra biologickych
a biochemickych véd

Kvasinky Candida albicans a Candida parapsilosis patfi k oportunnim patogentm, které
napadaji osoby se snizenou imunitou. Kromé nepfijemnych povrchovych kandidéz, kte-
ré jsou pomérné dobre lécitelné antimykotiky, také mohou zplsobovat zavazné vnitrnf
kandiddzy télesnych tekutin a tkani. Geny PHO15 jsou nepopsané oteviené Cteci ramce,
jejichz funkce jim je prifazovana na zaklade homologie s genem PHO13 kvasinky Saccharo-
myces cerevisige. Ackoliv jsou proteiny Pho15p i Pho13p anotovany jako alkalické fosfatazy,
jejich aminokyselinové sekvence je radf spiSe do rodiny HAD enzym(. Nasim cilem bylo
jejich funkci experimentalné ovérit a dale tyto enzymy charakterizovat. Exprese protei-
n0 probihala v bakteriich Escherichia coli BL21(DE3) transformovanych vektorem pET28b,
ktery obsahoval kodujici sekvenci pro CaPho15p nebo CpPho15p. Fosfatazy se v burikach
ukladaly do inkluznich télisek. Tyto inkluze byly z bunék izolovany, rozpustény v kyseliné
octové s pomoci sonikace a nasledné prevedeny dialyzou do vody. Pro purifikaci fosfataz
byla pouzita afinitni chromatografie. Aktivitu stanovujeme kolorimetrickou metodou za
pouziti para-nitrofenylfosfatu jako substratu. Vysledky potvrdily, ze se jedna o fosfatazy.
Dale je nutné stanovit kinetické parametry tohoto chromogenniho substratu a zjistit, jaké
dalsi substraty CaPho15 a CpPho15 defosforyluji.
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Optimalizace znaceni oligo RNA a jejich vyuZiti
k porovnani metod izolace miRNA z lymfatickych
nadorovych bunék.

Sméla D., Krocova E., Kupcik R., Bilkova Z.
Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko-technologickd, Katedra biologickych
a biochemickych véd

Molekuly miRNA patff mezi kratké RNA, které reguluji genovou expresi na post-transkripc-
ni Urovni. Zména exprese miRNA m{ze vést k patologii a je spojovana s rlznymi nddoro-
vymi onemocnénimi. Z tohoto dlvodu jsou ¢asto analyzovany RT-qPCR ¢i metodami sek-
venovani nové generace. Pro izolaci RNA z biologického materiadlu se pouzivaji komercné
dostupné soupravy. Neni proto bézné, ze by vystupni kvalita vzorku byla kontrolovana
jinak, nez stanovenim celkové koncentrace RNA. Chceme-li se ale zamérit na analyzu krat-
kych RNA molekul, méli bychom sledovat, s jakou Ucinnosti jsou izolovany. Rozhodli jsme
se proto porovnat relativni vytéznosti miRNA tfi komercné dostupnych metod, lisicich
se principem izolace RNA. TRIzol™ Reagent je zalozen na fenol-chloroformové extrakdi,
diky které ziskavame celkovou RNA. Fenol-chloroformovou extrakci vyuziva v kombinaci
s extrakci na pevnou fazi také mirvana™ miRNA Isolation Kit. MirVana™ nabizi moznost
izolace jak celkové RNA, tak i RNA kratsich nez 200 nukleotidd. Dalsf testovanou metodou
byl MagMAX™ mirVana™ Total RNA Isolation Kit, ktery umoznuje zisk celkové RNA. Vyuziva
k tomu extrakci na pevnou fazi, kterou jsou v tomto pripadé magnetické castice. Vychozim
materidlem byly T a B-lymfatické nadorové linie JURKAT a RAJI.

Srovnanim jsme zjistili, ze pro izolaci miRNA je nejvyhodné&jsi TRIzol™ Reagent, ktery posky-
toval nejvyssi relativni vytéznost. Nejvétsi ztraty v pribéhu experimentu byly pozorovany
u MagMAX™ mirVana™ Total RNA Isolation Kit.

Zvolené metody byly porovnany z hlediska relativni vytéznosti oligo RNA, a proto byla
k detekci vybrana elektroforetickd separace se zamérenim na ucinné déleni oligo RNA.
Zde bylo nutné najit dostatecné citlivy systém detekce kratkych jednoviaknovych molekul.
K otestovani a optimalizaci byly vybrany tfi moznosti barveni RNA - SYBR™ Safe, SYBR™
Green Il a Toluidine Blue O. Jako nejlepsi se pro vizualizaci oligo RNA jevi SYBR™ Green

oligo RNA nevhodny.
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Ing. Kamila Zderikova, Ph.D.

VSCHT Praha
Technickd 5, 166 28 Praha 6

tel: +420 774 228923
e-mail:  kamila.zdenkova@vscht.cz

Vliv kyseliny mlécné na transkripci genti tvorby
biofilmu Staphylococcus aureus

Zdenkova K., "Michalcova R., "Alibayov B., 2Kyrova V., 'Purkrtova S.,
'Demnerova K.

"Vysokd skola chemicko-technologickd v Praze, FPBT, Ustav biochemie a mikrobiologie
2Statni zdravotni Ustav v Praze, Centrum zdravi, vyZivy a potravin, Brno

Staphylococcus aureus je nebezpecnym patogenem zpdsobujicim Sirokou $kalu onemoc-
néni. Stejné jako ostatnf bakterie je kromé planktonniho zivotniho stylu schopen Zit i pri-
chyceny k pevnému povrchu ve formé biofilmu. Biofilm poskytuje bakterii zvySenou odol-
nost vici nepriznivym podminkam, jako je napr. plsobeni toxickych latek ¢i mechanickych
vlivl a jeho tvorba je tedy podminéna vlastnostmi prostredi, ve kterém se bakterie nacha-
zi. Znacnym problémem je tvorba biofilmu v Iékafstvi a potravinarském pramyslu.

Cilem této prace bylo zjistit, zda Ize kyselinu mlécnou pouzit pro inhibici transkripce gend
ovliviujicich tvorbu biofilmu bakterie S. aureus. Pro zjisténi vlivu kyseliny mlécné na tvorbu
biofilmu na Urovni transkripce byla izolovana RNA z planktonickych bunék a bunék biofil-
mu narostlého v pribéhu 24 h kultivace v TSB médiu pri 37 °C izolatd S. qureus. 1zolace
RNA byla provedena rovnéz z bunék oSetfenych 0,125 % kyselinou mlécnou (polovina sta-
novené minimalni inhibi¢ni koncentrace). Pro izolaci RNA byla pouzita komercnf sestava
RNeasy Mini Kit, s vyuzitim protokolu modifikovaného v predkladané praci. Byla ziskana
RNA pomérné vysoké kvality i kvantity, kterd byla ovérena spektrofotometricky a pomoci
horizontalni agarézové elektroforézy. Izolovana RNA byla pfepsana do cDNA a pouzita pro
PCR s fluorescencni detekci v realném case (gPCR). Cilem gPCR bylo stanoveni relativni
miry transkripce cilovych gen( Ucastnicich se tvorby biofilmu izolatl S. aureus. Vysledkem
byl zisk transkripcniho profilu jednotlivych izolatd, pomoci néhoz bylo zjisténo, ze kyselina
mlécna u vétsiny izolatl snizuje transkripci cilovych gend a mé tedy vliv nejen na tvorbu
biofilmu, ale i na rlst bunék volné se pohybujicich v médiu.

Pomoci laserového konfokalniho skenovaciho mikroskopu byla vizualizovana struktura
biofilmu. V biofilmu, ktery byl kultivovan v pritomnosti antimikrobialni 1atky, bylo pritomno
mensi mnozstvi bunék adherovanych k povrchu jamky mikrotitracni desticky ve srovnani
s biofilmem tvorenym v nepfitomnosti antimikrobialnf 1atky.

U vsech testovanych izolatl byla rovnéz zjistovana pritomnost 9 enterotoxinC (SEA-SEJ)
pomoci PCR. Pritomnost seg byla prokdzéna u 6 izolatl, seh u 7 izolatd, sei u 5 izolatd, sej
u 1izolétu, sea, seb, sec, . ,sed a see nebyly u izolatl pritomné. Nékteré izolaty obsahovaly

hovéz"

vice, nez jeden cilovy Usek.

Podeékovani: GA14-23597S: Plsobeni environmentdlnich faktord na destrukci biofilmd.
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GeneProo

Molecular diagnostics for your routine

Molecular Diagnostics
& Instruments

Microbiological Diagnostics PeRKits

Bloodborne sex““"?’ Gastrointestinal
. Transmitted .
Infections . Infections
Infections

Respiratory @ Fungal Antibiotic

Infections Infections Resistance
Genetic Diagnostics PeRKits

Thrombotic Pharmaco- Oncogenetic

Mutations genetics Diagnostics
Nucleic Acid Extractions Instruments

DNA RNA

croBEE NA

Extractions Extractions

Videriskd 101/119 < DolniHerSpice, 619 00 Brno * Czech Republic
+420 543211679 * info@geneproof.com

Transplantation
Infections

Tropical
Infections
& Zoonoses

Prenatal
Diagnostics

croBEE RT

www.geneproof.com



MagNA Pure 24 Systém

Roche nastavuje nové standardy v izolaci NK

Predstavujeme novy
automaticky izolator

genomické a cell-free

DNA.

B skalovatelnéfedeniautomatickéizolaceod 1-24 vzorkt B certifikované (CE-IVD) B
propojitelné do LISu M moznost vyuzit primarni odbérové zkumavky M trekovatelné,
intuitivni M vysoce efektivniarychlé B jizod 200 ulazdo 4 ml B validované pro krev,
plazmu,sérum,sputum, BAL, CSF,vytér,mo¢,stolici,¢erstvouazmrazenoutkan, FFPE ®

Roche s.r.0., Diagnosticka divize
Karlovo namésti 17, 120 00 Praha 2,
www.roche-diagnostics.cz

Objednavky

B E-mailem: objednavky@roche-di ics.cz

W Elektronicka objedndvka na:
http://objednavky.roche-diagnostics.cz/objed

Centrum zdkaznické podpory
W Tel: 800 11 11 99
W E-mailem: czech.rcsc@roche.com

y/

Potiebujete-li vice produktovych informac, naleznete je na

W https://Idtsolutions.roche.com
| https://lifescience.roche.com

NMagNIN\ Pure

The MagNA Pure 24 System including instrument, kits, and accessories are for in
vitro diagnostic unless otherwise noted.

MAGNA PURE is registered trademarks of Roche. All other product names and
trademarks are the property of their respective owners.

© 2017 Roche Molecular Systems, Inc. All rights reserved.



QlAsure ce[IVD

METYLACNE-SPECIFICKY REAL-TIME PCR TEST PRO

PREDIKCI RIZIKA VYSKYTU RAKOVINY DELOZNIHO CiPKU

4 )
» Vysledky vysetieni

na gynekologii prokdzaly
pritomnost vysoce
rizikového kmenu lidského
papilomaviru, ale rakoviny
déloZniho cCipku se bat

nemusime.“

Pro koho?

Test je vhodny jako triaZ pro pacientky s lehce abnormalnim vysledkem cytologického vySetfeni (ASC-US)
¢i pro pacientky s prokdzanym vysoce rizikovym typem papilomaviru (high-risk HPV/hrHPV).

Z jakych vzorki?

« stéry z délozniho Cipku

« stéry odebrané do roztoku pro cytologii v tekutém médiu (LBC - liquid-based cytology)
« vzorky odebrané samoodbérovou sadou

Princip a metodika

Na zakladé védeckych studii byl prokazan vztah mezi hypermetylaci promotord tumor-supresorovych gend FAM19A4
a hsa-mir124-2, a vy$8im rizikem vyskytu rakoviny déloZniho Cipku. Prikaz hypermetylace tedy poskytuje presnéjsi infor-
maci o rizikovosti probihajici infekce HPV.

Automaticka

I1zolace

Multiplex

% Bisulfitova X analyza
a kva[;l:;;ikace - rea;-ct:zme e arce
vysledkd
cykler software
| nformace (1] prod uktu RotorGene Q MDx RotorGene Assay Manager
katalogové ¢. 616014
QIAsure Methylation Test Kit 72 reakei

E‘ E DYNEX - VYHRADNI DISTRIBUTOR PRO €R A SR

DYNEX TECHNOLOGIES, spol. s r.0.
CR: Lidicka 977, 273 43 Bustéhrad, Ceska republika
Tel.: +420 220 303 600, email: office@dynex.cz
E SR: Nové KaliSte 17, 974 04 Banska Bystrica, Slovenska republika
Tel.: +421 484 155 045, email: dynex@isternet.sk
www.dynex.cz




WEBLIMS - PRISTUP DO LABORATORE V PROSTREDI INTERNETU

FONS Openlims - modul WebLIMS — poskytuje jednoduchou formou zabezpeceny pfistup k laboratornim
vysledkim. Zarover je mozné ve stejném modulu vytvaret elektronické Zadanky na laboratorni vysetfeni.
WebLIMS nevyzaduje zadnou instalaci na pocitaci uzivatele. Je spustitelny v bézném internetovém pro-
hlizeci. Pfehledné uzivatelské rozhrani umozZnuje pouziti bez nutnosti Skoleni.

WebLIMS je ur€en pfedevsim pro ambulantni Iékare. Lze jej vSak vyuzit i pracovniky laboratofe nebo nemocni-
ce pro rychly pfistup k vysledkiim v pfipadé, Ze jsou mimo zafizeni a maji k dispozici internetové pfipojeni.

WebLIMS je internetova aplikace, ktera pracuje pfimo s databazi laboratore. To umozriuje okamzity pFistup k paci-
entskym datum jak pfi vytvareni elektronické zadanky (ovérené identifikacni tidaje), tak i pfi zobrazovani vysledka.
Vysledky |ze zobrazovat priibézné od okamziku, kdy jsou uvolnény laboratofi (validované vysledky).

PRINOSY PRO UZIVATELE

» Okamzité pouziti po pfidéleni pfistupového hesla
» Intuitivni jednoduché uzivatelské rozhrani

P Vyssi efektivita prace |ékare a sestry pfi praci
s laboratornimi vysledky

» Rychlé vytvoreni elektronické zadanky

> Vy83i zabezpeceni materiélu proti zaméné
pfi transportu

» Zadankové formulafe prizplsobitelné
konkrétnimu uzivateli

>

vV v v v

Snadny a okamzity pfistup lékare
k laboratornim vysledkim pacientt

Denni i kumulativni pfehled vysledku vySetieni
Prehledné tiskové vystupy
Zabezpeceny pristup k pacientskym datim

Individualni pfizpusobitelnost pro konkrétni
laboratof

Moznost vlastniho grafického vzhledu

~.» STAPRO

www.stapro.cz



MED s.r.o.

DISTRIBUCE ZDRAVOTNICKYCH PROSTREDKU

®
\30p2r onN OPEGEN A OLIGOGEN

immuno & molecular pro detekci humanniho a extrahumanniho genomu
Ao CeliacStrip, LactoStrip, B27 OligoGen, STDStrip

TENDIGO

U FUJIREBID U

CFTR , HPV, HBV-genotypizace a testovani citlivosti,

m RD) F Agellgene  pro fragmentovou analyzu

BLACKHILLS DIAGNOSTIC RESOURCES GenVInset pro Real Tlme PCR

ASCO-MED, spol. s.r.o. tetel: (+420) 233 313 578, - 582
Pod Cihelnou 6/664 www.ascomed.cz
161 00 Praha 6 asco@ascomed.cz

BAG e care

BAG Health Care GmbH nabizi fadu PCR diagnostik: BAGene - SSP typizace Cervenych
krvinek, HISTO TYPE - SSP typizace HLA alel. Pro nds automat MR. SPOT® dodavame SSO
testy HISTO SPOT® urcené pro typizacil. a Il. HLA ttidy, HISTO SPOT® HLA AB Screen / ID
pro screening a identifikaci HLA protilatek a ERY SPOT® - SSO testy pro stanoveni krevnich
skupin. Nedilnou soucasti nabidky jsou i kontrolni testy, napt. CYCLER CHECK pro kontrolu
teplotni uniformity termocyklér( ¢i Wipe Test pro kontrolu HLA kontaminaci.

Dale nabizime i velmi oblibené soupravy pro prikaz predispozice k chorobam
asociovanym s urcéitymi HLA typy — celiakie, narkolepsie, autoimunitni choroby
asociované s B27, nebo testy pro priikaz B51/B57. VSem nasim zakaznik(m pro snadnéjsi
interpretaci vysledkUl instalujeme zdarma pokrocily software HISTO MATCH. Pro rok 2018
chystdame kromé dalsiho téZ uvedeni real-time PCR testl pro HLA asociované choroby.

O tétoidalsinabidce firmy naleznete vice informaci na nasich webovych strankach.
BAG Health Care GmbH tel.: 286840508

Na Hlinach 555/17 e-mail: info@bag-healthcare.cz
182 00, Praha 8 www. bag-healthcare.cz



BIOMEDICA

O kompletné automatickém analyzatoru nukleovych kyselin RT PCR, .
ktery je uzivatelsky konfigurovatelny, uz nemusite jen snit.... e ELITechGroup
MOLECULAR DIAGNOSTICS

o Automaticka extrakce
e RT-PCR amplifikace
¢ Analyza vysledk®

Bezkonk éni flexibilit
e Paralelni zpracovani 1-12 vzork{ rdiznych vzorkovych matric :
o Simultdnné v béhu vyuziti rliznych reagencii a odli$nych termalnich profill

...radi Vam predstavime analyzator InGenius, jakoz i dalsi pfevratné analyzatory nukleovych
kyselin svétovych vyrobcd.
BIOMEDICA CS, s.r.o.

Sokolovska 100/94 « 186 00 Praha 8 - Karlin T +420 283 933 605 ¢ F +420 283 932 507
info@bmgrp.cz ¢ www.bmgrp.cz

AusDiagnostics

_
HIGH PLEX 384 SYSTEM™

UZAVRENY AUTOMATIZOVANY SYSTEM VCETNE SOFTWARU. MOZNOST BEZPLATNE INSTALACE.

SIROKY VYBER PANELU:
RESPIRAC‘Ni, GASTROINTESTINALNI, STI, MENINGITIDY, ENCEFALITIDY,SEPSE,
PARAZITARNI INFEKCE, BAKTERIALNI REZISTENCE, HPV, INFEKCNI KONTROLA

Vyrobce: AusDiagnostics > Zemé pilivodu: Austrélie

> Automatizovany systém k provadéni vysoce multiplexnich reakci pro
detekci patogend z riiznych klinickych vzorki patentovanou technologii
Multiplex Tandem PCR (MT-PCR)

> K dispozici Siroka Skéla ,ready to use“ souprav
> Analyza az 24 vzork(i najednou
> Systém je certifikovan CE/IVD

BioVendor - Lalk ni medicina a.s.

Karasek 1767/1, 621 00 Brno, Ceskd republika . ®
Tel.: +420 549 124 111, Fax: +420 549 211 465 BioVendor

Email: info@biovendor.cz - www.biovendor.cz



NextGENe"

Next Generation Sequencing Software - ‘ B coina
for Biologists 11

Biologist Friendly

Windows® interface:

Application driven 4
Automated inspection of input files
to set analysis parameters

Requires no scripting,

Reduces bioinformatics requirements

Application Modules for:

SNP/Indel/Structural Variant Analysis

CNV Analysis, Somatic Mutation Mining

Large Genome Alignment and Variant Discovery
Exome Analysis and Variant Discovery
RNA-Seq/Transcriptome Analysis

Targeted Sequencing and Resequencing Analysis
HLA Analysis, STR Human Identity Analysis

de novo & Paired End Assembly

Paired End Merging, Digital Gene Expression
Metagenomic Analysis

miRNA Discovery and Quantification

Rare Disease Analysis and Prediction

Multiple Project Comparison

Compatible with:
lon Torrent Platforms, Roche Sequencing Platforms,
lllumina Sequencing Platforms, Life Technologies SOLID™Systém

INATAR

LIONHEART FX™

Produkty a sluzby pro molekularni biologii

Nabizime kvalitni pfistroje, chemii,
software a certifikovany servis DNA
sekvenatord za rozumné ceny

- kompletni servis DNA sekvenator(
certifikovanymi techniky

- spotiebni material pro DNA
sekvenatory

- analyticky software pro Sangerovo i
NGS sekvenovani

- pipety

- elektroforézy

- PCR thermocyklery

- izola¢ni RNA, DNA kity

Carolina Biosystems, s.r.o.
Drnovska 1112/60
161 00 Praha 6

www.carolinabiosystems.com

SOFTEENETICS®

Software PowerTools for Genetic Analysis

PFistrojové vybaveni
Biochemické, imunologické a hematologické analyzatory

Standardni i multidetekéni readery, promyvacky, dispenzory

LIONH'EeﬁI iy <

Think Possible

seBiolek

Automatické snimani obrazu bunék, véetné zaznamu videa
a moznosti anotaci

Dialab spol. s r.o.

Nam. Osvoboditeld 1
153 00 Praha 5 — Radotin

tel./fax.: 257 910255, 260, 263
e-mail: office@dialab.cz

Ctyfi médy zobrazeni — brightfield — prizragny, barevny,
fazovy kontrast a fluorescenéni

Automaticka nastavitelna analyza snimaného obrazu
(pocty Castic, velikosti apod.) pomoci SW GEN 5

Kompaktni rozmeéry




DiaSorin
&

NOVE

reseni pro rychlou
molekularni diagnostiku

LIAJSON’ M/DX

One instrument. Multiple discs.

DiaSorin
the Diag; Specialist

LIAJSON’

Maxwell® RSC Instrument

Automaticka purifikace nukleovych PR
kyselin s vestavénou kvantifikaci 3 . oLy

HB EASTPORT EAST PORT Praha, Mozného 10, 161 00 Praha 6, www.eastport.cz
LIFESCIENCE t: 235318 177, 800 100 529, f: +420 233 312 428, e: eastport@eastport.cz
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iGene #’:.;':.-' EliZyme’ ZEPHYRUS®

PCR BOX HARMONY

XTRACTION KITS

Elisabeth’ . o
@harmacon /EllGe“e
DNA DIAGNOSTICS

Soupravy EliGene® pro DNA diagnostiku | Soupravy
pro izolaci DNA / RNA | Polymerazy, mastermixy
a enzymy EliZyme™ | ZEPHYRUS® PCR Box

Soupravy znacek MO BIO a Perkin Elmer pro izolaci DNA / RNA | Syntéza
oligonukleotidd a sond | Sekvenovani DNA | Spotiebni material pro laboratore
(rukavice, plast aj.)

lisabeth.cz | www.eligene.com | www.elizyme.com

A

Real-time PCR soupravy
s citem pro kazdy detail

IVD soupravy pro:
trombofilni mutace
farmakogenetiku
genetiku
onkologii

detekci a kvantifikaci patogenti

gb GENETIC APOE
gb PHARM CYP2C19
gb PHARM UGT1AL

generi biotech



HPST, s.r.o. Tel.: +420 244 001 231 Autorizovany

Na Jetelce 69/2 Fax: +420 244 001 235 distributor ~i.% Agilent Technologies
190 00 Praha 9 E-mail: info@hpst.cz Agilent :
Ceska republika Web: www.hpst.cz Technologies —— Autorizovany distributor

Agilent 4200 TapeStation

Rychla a spolehliva kontrola kvality a kvantity vzorka
nukleovych kyselin pro NGS a dalsi aplikace.

+ automatické nanaseni vzork{ y
+ aplikace v pIném rozsahu velikosti DNA a RNA .
«  flexibilni pocet vzorkl v analyze (1az 96)
+  spotfeba vzorku pouze 1 - 2 pl s >
\\\ \\\’::;//’x/’/////

|

2

+ ,ready-to-use“ spotfebni material (ScreenTape)
+ rychlé a spolehlivé vysledky
+  vysoka citlivost, nulové riziko kontaminace

Chcete védét vice? Navstivte naSe webové stranky www.hpst.cz
nebo kontaktujte naSeho produktového specialistu!

Ales Merta | e-mail: amerta@hpst.cz | gsm: 731 538 641
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KRD o%@ RBCBioscience

I1zolace ¢isté DNA/RNA

Krev, télni tekutiny, tkané, viry, bakterie, rostliny, FFPE bez Xylenu

0Od 35 minut [ = QQEE ‘ 16 pozic

Pfipravené kartridze Magnetické ¢dstice
Automat CEIVD
AZ z 2400 pl UV lampa

Termotiskarna Dotykovy displej

USB rozhrani T - 0d 390 000 K&

Vestavény automaticky spektrofotometr

Michal Sklenaf |+420 739 654 976 | michal.s@krd.cz

KRD — obchodni spolecnost s.r.o. | Pekaiska 12, 155 00 Praha 5 | Tel: +420 257 013 400 | krd@krd.cz | www.krd.cz
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labr#ark yGo Mini

KOMPAKTNI qPCR
TERMOCYKLER BEZ
POHYBLIVYCH CASTI

| | L ® 16 pozic

| e ) kanaly

\
M‘,‘h“ Ll ,

& HRM analyza
|

e genotypovaci analyza

www.labmark.cz labmark@labmark.cz

Spolecnost LABOSERYV s.r.o. je jiz jednadvacet let spolehlivym partnerem laboratofi zabyvajicich se
imunologickou a mikrobiologickou diagnostikou. Dodavame kompletni soupravy pro ELISA, IFA,
ImunoBlot a PCR diagnostiku. V nasem sortimentu je také pristrojové vybaveni pro zpracovani
téchto souprav, univerzalni laboratorni pfistroje a spotfebni material.

Cilem nasi cinnosti je spokojenost nasSich odbérateld s kvalitou dodavanych produkti
a nami poskytovanych sluzeb.

Vybér z nabidky Real-Time PCR

MULTIPLEXY pro detekci mikrobialniho genomu — -

Respiracni infekce:

* bakteridlni— M. pneumoniae / Ch. pneumoniae AmpliSens’
* virové — ARVI screen (13 patogendi: Rhinovirus (hRv) RNA; Adenovirus B, C, E
(hAdv) DNA; Respiraéné-syncytialni virus (hRSV) RNA; Coronavirus (hCov) RNA: OC43,

E229, NL63, HKUI; Parainfluenza virus 1 — 4 (hPiv) RNA; Metapneumovirus (hMpv) RNA;

Bocavirus (hBov) DNA)

Neuroinfekce:
* TBEV/ B. burgdorferi/ A. phagocytophilum / E. chaffeensis / E. muris

Sexualné prenosné infekce:

* Ch. trachomatis / Ureaplasma / M. genitalium
/ M. hominis

LABOSERV s.r.o. C €

Tufanka 1222/115 627 00 Brno
www.laboserv.cz www.Ishop.cz
objednavky@laboserv.cz

Novinka v nasi nabidce - Automaticky izolator - BioMagPum’



Real-time PCR singlety i multiplexy (CE IVD)
renomovanych evropskych vyrobct

dostupné i v lyofilizovanych
formatech

aplikovatelné v kombinaci
s revolucni real-time PCR
platformou MIC (BMS)

. 5.

. 2%
@B edisco _ »* BIO/PORT

*“ EUROPE

A REAL-TIME PCR

SERVIS PRO L
SEKVENATORY ﬁh

PRISTROJE
APPLIED
BIOSYSTEMS®

Applied Biosystems je registrovanad obchodni zndmka
spolecnosti Life Technologies.

» Diagnostika zdvad, opravy,
kalibrace

» Preventivni prohlidky, ovéreni
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