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28. ledna 2009 streda

10.00 — 12.30 Registrace
13.00 — 13.15 Zahdjeni

13.15 — 13.45 Uvodni sd éleni

Doc. RNDr. Ladislav Pecen, CSc., Ustav Informatiky, Akademie véd CR:
Vyhody aplikace standardnich pravidel klinického vy zkumu ve studiich
tykajicich se diagnostickych metod (30 min)

13.45 — 15.45 Kontrola kvality molekularn é biologickych postup U
koordinato fi: Mgr. Petr Kralik, Ph.D., Ing. Dalibor Novotny,  Ph.D.

|. Standardizace a kontrola

PharmDr. Lenka Pliskova a kol., Ustav klinické biochemie a diagnostiky, LF a FN
Hradec Kralové:
MozZnosti kontroly a standardizace molekularn & biologickych metod (25 min)

Mgr. Petr Kralik, Ph.D., Vyzkumny Ustav veterinarniho lékarstvi v.v.i., Brno:

Validace a standardizace metod real time gPCR pro d etekci a kvantifikaci
patogen U (15 min)

RNDr. Tomas Kuchta, CSc., Vyskumny Ustav potravinarsky, Bratislava:

Problémy pouzitia interného Standardu pri kvantitat ivnych aplikaciach PCR (15
min)

14.45 — 15.05 Prestavka

[l. Mezilaboratorni porovnavani

Mgr. Pavel Hlozek a kol., GeneProof a.s., Brno:
Aspekty vyuziti panel a externi kontroly kvality pro validaci rutinnich
laboratornich metod v molekularni mikrobiologii (15 min)



MUDr. Vlasta Stépanova, Ph.D. a kol., Virologicky Usek a NRL pro CMV, Ustav
klinické mikrobiologie, FN a LF Hradec Kralové:

Externi hodnoceni kvality 2008 — Molekularn & biologicka diagnostika DNA
lidského cytomegaloviru (15 min)

RNDr. Katefina Roubalova, CSc., Vidia s.r.o., Vestec:
Externi kontrola kvality pr akazu DNA vir G herpes simplex a varicella zoster (10
min)

15.45 - 16.00 Prestavka

16.00 — 17.00 Humanni genom
koordinator: Ing. Petra Riedlova

Ing. Petra Riedlovéa a kol., P&R LAB a.s., Laboratof molekularni biologie,
Onkologické centrum J.G. Mendela, Novy Ji€in:
Vyznam farmakogenetiky pro individualizaci lé ~ €by pacient G (15 min)

Ing. Arpad Boday a kol., P&R LAB a.s., Laboratof molekularni biologie, Onkologické
centrum J.G. Mendela, Novy Ji€in:

Frakvence K-ras mutaci u sporadického kolorektalnih o karcinomu a anti-EGFR
lééba — porovnavani detek €nich metod (15 min)

Mgr. Michal Zemanek, Ph.D. a kol., IMALAB s.r.o0., Zlin:
Sou €asné stanoveni polymorfism G gent Cyp2C9 a VKORCL1: (r)evoluce
v davkovéani warfarinu (15 min)

17.00 —17.15 Prestavka

17.15-18.30 Firemni sd éleni
koordinator: Ing. FrantiSek Stumr

Roche s.r.o. (15 min)

LABOSERYV s.r.o0. (10 min)

LAB MARK a.s. (10 min)

DYNEX LABORATORIES, s.r.o. (10 min)
AscoMed s.r.o0. (10 min)

IMMUNOTECH a.s. (10 min)

LACOMED, spol. sr.o0., Praha (10 min)
BAG Health Care GmbH (10 min)
GeneProof a.s. (10 min)

Vidia s.r.0. (10 min)

19.30 — 23.00 spole éensky ve €er v hotelu Zlata Stika




29. ledna 2009 c¢tvrtek

8.30-9.45 Detekce borrelii
koordinator: MUDr. Zuzana Medkova, Ph.D.

MUDr. Zuzana Medkova, Ph.D., IFCOR 99 s.r.o., Brno:
Diagnostika Lymeské nemoci (LD) metodou PCR — ano €i ne, kdy a jak ???
(15 min)

Mgr. Radka Bolehovska a kol., Ustav klinické biochemie a diagnostiky, LF a FN
Hradec Kralové:
MozZnosti a Uskali detekce DNA Borrelia burgdorferi sensu lato (15 min)

MUDr. Hana Rohadova, Ph.D., Infekéni klinika, FN Na Bulovce, Praha:
Klinické formy lymeské borreliézy (15 min)

RNDr. Dagmar Hulinska, CSc. Ph.D., SZU, NRL pro borreliézu, Praha:
Detekce a kvantifikace Borrelia sp. a dalSich bakterii z kli§ t'at pomoci
LightCycler PCR v redlném €ase (15 min)

9.45-10.00 Prestavka

10.00 —11.00 Toxoplazmbdza a imunodeficientni stavy
koordinator: MUDr. Miroslav Forstl

MUDr. Zuzana Rusifakova a kol., Hemato-onkologicka klinika, FN Olomouc:
Toxoplazmova infekcia u imunosuprimovanych paciento v — praktické
skusenosti (15 min)

PharmDr. Barbora Voxova, Ustav klinické mikrobiologie, FN a LF Hradec Kralové:
Uskali laboratorni diagnostiky mozkové toxoplazmozy (15 min)

MUDr. Zbynék Valenta, Centrum biologické ochrany Téchonin:
Toxoplazmova encefalitida u pacienta s HIV infekci (15 min)

11.00 —11.15 Prestavka

11.15-12.30 Varia 5
koordinator: Ing. FrantiSek Stumr

Mgr. Iva Sakmaryové a kol., VIDIA — Diagnostika s.r.o., Praha:
Sekvena €éni analyza GBV-C/HGV u HIV pozitivnich pacient @ (15 min)

MUDr. FrantiSek Musil a kol., BioLab s.r.o., Klatovy:
Prvni zkuSenosti s pr tkazem HPV metodou reverzni hybridizace (15 min)

Ing. Barbara Brezna, Ph.D., Vyskumny Ustav potravinarsky, Bratislava:
Doékaz para orechov v potravinach pomocou real-time PCR (15 min)

12.30 — 13.00 Diskuse, zav ér




Doc. RNDr. Ladislav Pecen, CSc.

Ustav Informatiky AV CR
Pod vodarenskou vézi 2
182 07 Praha 8

tel.: 603 790 990
e-mail: Ladislav.Pecen@seznam.cz

Vyhody aplikace standardnich pravidel Kklinického vy zkumu ve studiich
tykajicich se diagnostickych metod

Ladislav Pecen ’
Ustav Informatiky, Akademie véd CR

Ukazuje se, Ze aplikace pfisnych pravidel z klinického vyzkumu sniZuje variabilitu
vysledkd ruznych studii. | pfi vyhodnoceni diagnostickych souprav by bylo vhodné
provést pfedem nasledujici dilezité kroky:

1) Definovat priméarni cil studie a jeji sekundarni cile. Jen vysledky tykajici se
primarniho cile (& cild) jsou konfirmacni. VSechny vysledky ohledné
sekundéarnich cild jsou exploracni, tj. mély by byt potvrzeny jesté dalSi
konfirmacni studii, chceme-li vysledek prezentovat jako konfirmacni. Pokud je
vice primarnich cild, musi se mezi né délit celkova hladina vyznamnosti (musi
se adjustovat na mnohonasobné porovnavani).

2) Je tfeba forméalné formulovat nulovou hypotézu vs. alternativni hypotézu. Tedy
téZ vybrat, jedna-li se o oboustranny ¢i jednostranny test, jde-li o testovani
superiority, non-inferiority, ekvivalence s prfedem definovanou oblasti
ekvivalence apod.

3) Dle vybraného priméarniho cile urcit potfebny rozsah vybéru (dle pouZitého
testu, hladiny vyznamnosti, sily testu a hlavné dle diference, kterou
povaZzujeme za klinicky vyznamnou).

4) Specifikovat jak pracovat s chybé&jicimi €i neuplnymi pozorovanimi (napf. ne
vzdy jsou vSechny laboratorni parametry méreny).

5) Jak fesit pfipady, kdy nebyla spinéna kriteria studie (jak vstupni, tak kriteria
prubéhu studie). S tim souvisi volba populace (podskupiny pacientd), na které
se bude provadét konfirmacni testovani.

6) Rozhodnuti, budou-li data analyzovana v prabéhu studie, & az po ukoncéeni
sbéru dat. Budou-li data analyzovana prabézné, je nutné adjustovat na tento
fakt statistické testovani a definovat kriteria predéasného ukonéeni studie.

Statistika tedy musi byt i na zacatku kazdého vyzkumu, kde jsou na konci vyzkumu
pak pouzity statistické metody. Na zaCatku vyzkumu je vzdy néjaka otdzka/hypotéza
a ta se tyka néjaké populace. Studie ma byt otevienim, byt pravdépodobnostnim,
dvefi k pravdé, a proto tolik statistickych rozhodnuti je nutnych pfedem. Studie by
neméla mit nahodné zvoleny rozsah vybéru, protoze pak, i kdyz diference existuje a
je takova, zZe ji klinik oznaCuje za klinicky relevantni (ve smyslu prdmérné a nikoliv
individualni diference), studie ji stejné pravdépodobné neprokadZzeme jako statisticky
vyznamnou. Takovou studii, kde je méné pacientl nez je Zadouci, oznacujeme za
underpowered. PfiliS velky rozsah vybéru je mrhanim €asu i penéz a pak to vede
k tomu, Ze pokud existuje v populaci byt nepatrny rozdil, pak tento rozdil s rostoucim



rozsahem vybéru prokaZzeme jako statisticky vyznamny. Studie, kde je mnohem vice
pacientl nez je spocitany potfebny rozsah vybéru se oznaduje jako overpowered.
DodrZzovani krokl vySe snizi variabilitu vysledkd mezi rGznymi studiemi. Problém je i
v tom, Ze statisticky nevyznamné vysledky nebyvaji obvykle publikovany. Da se fici,
Ze pii dodrzovani kroku vySe a publikovani vSech vysledku véetné téch negativnich
by rozdily mezi riznymi studiemi byly mnohem mensi.



PharmDr. Lenka PliSkova

UKBD FN a LF Hradec Kralové
Sokolska 581
500 05 Hradec Kralové

tel.: +420-495 833 894
e-mail: pliskova@Ifhk.cuni.cz

Moznosti kontroly a standardizace molekularn & biologickych metod

Pliskova L., Bolehovska R., Friedecky B.
Ustav klinické biochemie a diagnostiky LF a FN Hradec Krélové

Biochemie ma jiz desitky let vypracovany systém kontroly kvality v Kklinické
laboratofi, procesy standardizace a navaznosti méfeni, které jsou neustéle
zlepSovany. V molekularni biologii vSak procesy standardizace a navaznosti ¢asto
zaostavaji za moznostmi a potfebami modernich vySetfovacich postupld. Snahou
kazdé laboratofe by proto mélo byt zlepSeni kvality pomoci validace a ovérovani
analytickych znakl a vykonnosti metod. V molekularni biologii ale bohuzel neexistuji
referenéni metody a referenéni materialy, proto neni mozné zjiStovat navaznost
metod.

Zasadnim pomocnikem v procesu standardizace molekularné biologickych metod
je externi kontrola kvality (EHK), kter4 poskytuje laboratofim mozZnost porovnani
svych vysledkd v narodnim nebo mezinarodnim meéfitku, zjiSténi nebo ovéreni
citlivosti metody a v neposledni fadé muaze laborator vyuzit vzorky EHK pro zjisténi
opakovatelnosti a mezilehlé pFfesnosti dané PCR metody. EHK je vramci
extrahumanniho genomu zajistovana zejména QCMD, Instand e.V., event. raznymi
NRL.

Navic by si kazda laboratof méla vytvofit vlastni procesy vnitini kontroly kvality,
zajisténé pomoci pozitivni a negativni kontroly v kazdém béhu PCR a kontroly
pritomnosti inhibitord DNA polymerézy v jednotlivych vzorcich. V pfipadé real-time
PCR je velice vyhodné pouziti pozitivni smésné kontroly, u které je mozné
dlouhodobéji sledovat standardnost vysledk( prostfednictvim Ct hodnot nebo
absolutnich kvantit. V pfipadé PCR s elektroforetickou detekci je vyhodné navic
pouzit pozitivni kontrolu na hranici detekce, ktera umozni kontrolovat stejnou citlivost
metody mezi jednotlivymi reakcemi.

PFi detekci virl a oportunnich mikroorganizma je velmi dualezitd kvantifikace
vysledku a jejich klinicka interpretace, ureni klinickych cut-off hodnot.

VSechny molekularné biologické metody by mély byt v laboratofi v pfipadé
kitovych metod verifikovany a u in-house metod validovany (viz doporugeni CSKB
zr. 2006 — ,Validace a verifikace molekularné biologickych metod zaloZenych na
analyze extrahumanniho genomu”).



Mgr. Petr Kralik, Ph.D.

Vyzkumny Ustav veterinarniho Iékafstvi
Hudcova 70
621 00 Brno

tel.: +420-533 331 615
e-mail: kralik@vri.cz

Validace a standardizace metod real time gPCR prod  etekci a kvantifikaci
patogen U

P. Krélik
Vyzkumny astav veterinarniho Iékarstvi, v.v.i.

V dnesSni dobé neexistuje jednotny postup pro validaci a standardizaci real time
gPCR metod, ktery je nezbytny, pokud ma byt dand metoda pouzita v rutinni klinické
diagnostice €i v akreditovaném rezimu. PFi validaci a standardizaci nové real time
gPCR metody je nutné stanovit jeji zakladni parametry, kam patfi predevsim
specifita, detek&ni limit, spravnost, pfesnost a opakovatelnost dané metody. Pro
kvantitativni stanoveni je rovnéz nezbytné stanovit limit kvantifikace. Na stanoveni
téchto veliin existuji rozdilné postupy, které se Fidi souCasnymi normami a
definicemi. Jejich prakticka pouZzitelnost ve validaci a standardizaci real time gPCR je
vSak rdzna.

DalSim kritériem pro validaci real time gPCR je optimalizace a standardizace izolace
DNA. Tento krok je v soucasné dobé dost opomijen, ackoli hraje v celém procesu
stanoveni patogena kliCovou roli. Na zakladé naSich zkuSenosti jsme navrhli systém
stanoveni vytéZku izolace DNA z urCité matrice pfimo pomoci real time gPCR na
umeéle kontaminované matrici. Tento krok umozfiuje pozdéjSi velice pfesné urceni
limitu detekce a predevSim kvantifikace. DalSim kritériem je systém pozitivnich a
negativnich a internich amplifikacnich kontrol, ktery monitoruje cely proces izolace
DNA a real time gPCR ve vSech klicovych krocich, a ktery by mél poskytnout
informace o korektnim pribéhu celého vySetfeni.

Préace byla vypracovana s podporou grantu Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky
MZE0002716201 a EU projektu 007081 PathogenCombat.



RNDr. Tomas Kuchta, CSc.

Vyskumny Ustav potravinarsky
Priemyselna 4
824 75 Bratislava

tel.: +421-250 237 167
e-mail: kuchta@vup.sk

Problémy pouZzitia interného Standardu pri kvantitat ivnych aplikdciach PCR

Tomas Kuchta
Vyskumny astav potravinarsky, Bratislava, Slovensko

Polymerazova retazova reakcia s priebeznou fluorometriou (real-time PCR)
umoznuje kvantifikaciu Specifického Useku DNA. Skuto€nu kvantifikdciu v realnych
vzorkach vS8ak ohrozuje nizka resp. nizko reprodukovatelna vytaznost
amplifikovatelnej DNA. Analogicky ako v pripade chemickej analyzy je mozné rieSit
tento problém pouzitim endogénneho alebo exogénneho interného Standardu, ktory
sa stanovuje v rezime duplex. Vzhladom na moZzné reédlne alebo zdanlivé kolisanie
koncentracie endogénneho interného Standardu je jeho pouZzitie v principe vhodné
iba na 0cCely relativnej kvantifikacie. Ako exogénny Standard pre absolutnu
kvantifikaciu je mozné vyuzit fragment DNA s vhodnym markérom, ale v tomto
usporiadani sme pozorovali odliSna extrahovatelnost pridanej DNA z roztoku a DNA
z matrice. Inou moznostou je pouzitie materialu obsahujuceho DNA s vhodnym
markérom.



Mgr. Pavel Hlozek
GeneProof a.s.
Viniéni 235

615 00 Brno

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

Aspekty vyuziti panel G externi kontroly kvality pro validaci rutinnich
laboratornich metod v molekularni mikrobiologii

P. HloZek!, J. Bednar®
lGeneProof a.s.
2FSI, VUT v Brné

V poslednich letech dochazi kvyraznému narGstu pouziti technik molekularni
biologie k detekci Kklinicky vyznamnych mikrobialnich a virovych onemocnéni.
Molekularné biologické detekce zaloZené na kvantitativnim PCR v realném Case se
staly, zvlasté pfi stanoveni nékterych patogenli, zlatym standardem
v mikrobiologickych laboratofich na celém svété.

Velky rozvoj téchto technik na jedné strané a nutnost standardizace a akreditace
vSech pouzivanych vysSetfeni v rutinnich laboratofich na strané druhé vede k nutnosti
presné validovat technické parametry zavedenych PCR metod (sensitivita detekce,
specificita detekce, presnost kvantifikace patogena vcCetné validace variability
kvantitativniho stanoveni a mnoho dalSich parametrd...) a takto validované
parametry ovéfit pomoci nezavislych panelu externi kontroly kvality (Instand, QCMD,
EHK...).

V nasi laboratofi jsme vyvinuli a validovali soubor metodickych postupl (a jejich
konkrétnich variant pro konkrétni patogen) sledujicich cely proces zpracovani
klinického materialu od jeho odbéru az po odedteni vysledkld. Pro ovéfeni nasich
postupl jsme pouZili (a pouzivame) panely kontroly kvality (Instand, QCMD), pomoci
kterych jsme potvrdili spravnost nami dosazenych vysledkad.

Prace byla provadéna za podpory dotacnich programu:
MPO CVIR ¢. FT-TA3/098
MPO CR &. FI-IM5/042
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MUDr. Vlasta St épanova, Ph.D.

NRL pro cytomegaloviry

UKM a UKBD FN a LF UK Hradec Kralové
Sokolska 581

500 05 Hradec Krélové

tel.: +420-495 833 259
e-mail: stepanova@fnhk.cz

Externi hodnoceni kvality 2008 — Molekularn & biologicka diagnostika DNA
lidského cytomegaloviru

Stépanova V., Plidkova L., Bolehovska R.
NRL pro cytomegaloviry, UKM a UKBD, Fakultni nemocnice Hradec Kralové a
Lékarska fakulta UK, Hradec Kralove

Diagnostika infekce lidskym cytomegalovirem (CMV) a moznost monitorovani
odpovédi na terapii ma velky vyznam zejména u imunokompromitovanych pacientd.
Rozvoj a rychlé zavadéni polymerazové fetézové reakce (PCR) do laboratorni
diagnostiky v Ceské republice musi mit odezvu v programu externi kontroly kvality
(EHK), prukazu CMV DNA metodou PCR. Tento program by mél pfinést informace
tykajici se metodiky prukazu CMV DNA a zarovefi by mél slouzit k porovnani
vysledkl v jednotlivych laboratofich i mezi jednotlivymi laboratofemi.

Po zkuSebnim panelu 8 vzorkl v roce 2006, kterého se zuc¢astnilo 8 laboratofi,
byl prvni roénik zahajen v roce 2007 s 20 U&astniky. Vysledky vySetfeni 6 vzorku (5
CMV DNA pozitivnich a 1 negativni, kvantita od 10> do 10? kopii/ml) byly v priméru
velmi dobré, nevyhovuijici vysledky dodala pouze 1 laboratof se spravnou identifikaci
pouze u vzorku s nejvysSi kvantitou CMV DNA.

V dubnu 2008 se EHK CMV DNA zuc¢astnilo 25 laboratofi, které odeslaly 26
vysledkovych listl s kvalitativnimi vysledky a 21 vysledkovych listl s kvantitativnimi
vysledky. Bylo testovano 6 kontrolnich vzorkd (5 CMV DNA pozitivnich obsahujicich
kmen CMV AD169 s kvantitou od 10’ do 10° kopii/ml a 1 vzorek negativni).
Kvalitatitni a kvantitativni vysledky v kddovanych protokolech byly hodnoceny
samostatné. NejvysSiho pocétu bodl dosahlo 23 laboratofi (tj. 88,5 %) a jejich
hodnoceni kvalitativnich vysledkd bylo vyborné. Ztratu tfi bodd mély dvé laboratofe
(7,7 %) s kvalitativnim hodnocenim dobré, 1 laboratof (3,8 %) ziskala 12 bodul a jeji
hodnoceni bylo Spatné (2 faleSné negativni vysledky). VSechny kvantitativni vysledky
byly prevedeny do dekadického logaritmu, spocitan jejich primér a smérodatna
odchylka a vytvoreny intervaly spravnosti. Vysledky, které jsou v rozmezi intervalu ?
1SD a ? 2 SD, jsou hodnoceny jako spravné. Z celkového poctu 21 vysledkovych
listd mélo vSechny kvantitativni vysledky v rozmezi ? 1 SD 9 laboratofi. Informace o
pouZzivané metodice poskytlo 24 laboratofi.

Tento b&h EHK pro prilkaz CMV DNA potvrdil zjem laboratofi Ceské
republiky o Ucast v programu kontroly kvality i dobrou Uroven této diagnostiky ve
vétsiné zucastnénych laboratofi.
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RNDr. Kate fina Roubalové, CSc.

Vidia s.r.o.
Nad Safinou 11/365
252 42 Vestec, poSta Jesenice u Prahy

tel.: +420-261 090 572
e-mail: kroubalova@vidia.cz

Externi kontrola kvality pr  tlkazu DNA vir i herpes simplex a varicella zoster
RNDr. K. Roubalov4, Vidia s.r.o.

V roce 2007 organizovala Narodni referenéni laboratof pro herpetické viry, SzU,
Praha zkuSebni kolo EHK prikazu DNA virt HSV a VZV. 14ti za&astnénym
laboratofim bylo zaslano 7 vzork( (2 VZV-pozitivni, 2 HSV1- pozitivni, 2 HSV2-
pozitivni a jeden negativni).

DNA HSV vySetiovalo vSech 14 laboratofi a vSechny vysledky byly kvalitativné
spravné. VétsSina laboratofi (86%) pouziva komercni diagnosticke kity a provadi real-
time PCR (79%).

Kvantitativni vysledek dodalo 43% laboratofi. VZV vySetfilo 11 ze zu&astnénych
laboratofi, 82% z nich se zcela spravhym vysledkem, 2 laboratofe nezachytily
pozitivitu u vzorku s hrani¢ni koncentraci DNA (fadové 100 kopii/ml). Komeréni
soupravy pro detekci DNA VZV pouzilo 72% laboratofi. Kvantitativni vysledky dodaly
3 laboratofe. Vysledky zkuSebniho kola budou porovnany s vysledky série EHK
z roku 2008.
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Ing. Petra Riedlova

P&R LAB a.s.

Laboratof molekularni biologie
Divadelni 2174

741 01 Novy Ji€in

tel.: +420-556 794 233
e-mail: petra.riedlova@onkologickecentrum.cz

Vyznam farmakogenetiky pro individualizaci 1é ~ €by pacient G

P. Riedlova, A. Boday
Laborator molekularni biologie, P&R LAB a.s., Onkologické centrum J. G. Mendela,
Novy Jiéin

Vz4jemny vztah mezi genetickou predispozici jedince a variabilni odpovédi na
podavané léky je hlavnim pfedmétem zajmu odbornikl z oblasti farmakogenetiky.
Vysoce efektivni a bezpeéné lécivo pro vSechny pacienty neexistuje. Dlvodem je
geneticka variabilita metabolismu, dana pfitomnosti polymorfismG v pfisluSnych
genech v kombinaci s epigenetickymi faktory. Schopnost organismu odbouravat
léCiva je variabilni, a proto existuji vyrazné rozdily ve velikosti léCebné davky
potifebné k dosazeni poZzadovaného terapeutického ucinku.
ohroZujicich reakci u pacientl s defektnim cilovym genem. Naopak pfi€inou selhani
[é€by muUze byt pfitomnosti polymorfisma, zvySujicich aktivitu enzym( natolik, ze
standardni davky léCiva neumozni poZadovany efekt. Individualni predikce
terapeutické odpovédi a zaroven potencialnich projeva toxicity umozfiuje navrhnout
pro kazdého pacienta vhodnou medikaci, kdy je pfihlédnuto nejen k projevim a
prubéhu onemocnéni, ale také ke specifické genetické vybavé pacienta. V idedlnim
pfipadé by farmakogenetické vySetfeni mélo byt provedeno pfed zahajenim IéCby, a
jiz prvni davky by tak mohly byt nastaveny dle genetickych predispozic pacienta.

Podle naSich zkuSenosti je v sou€asnosti nejzadanéjsim farmakogenetickym
vySetfenim genotypizace genu TPMT pfed nasazenim |éCby na bazi thiopurini a
genid CYP2C9 a VKORC1 pfed zahgjenim I|éCby antikoagulacnim [éCivem
warfarinem, a dale u onkologickych pacientd mutace promotoru genu UGT1Al
v pfipadé lecby irinotecanem a nejnoveji dle doporuceni onkologickych spolenosti
mutace v K-ras onkogenu v tumoru pacientd, indikovanych k |éCbé preparaty anti-
EGFR.
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Ing. Arpad Boday

P&R LAB a.s.

Laboratof molekularni biologie
Divadelni 2174

741 01 Novy Ji€in

tel.: +420-556 794 235
e-mail: arpad.boday@onkologickecentrum.cz

Frekvence K-ras mutaci u sporadického kolorektalnih o karcinomu a anti-EGFR
lé€ba - porovnavani detek €nich metod

A. Béday', P. Riedlova®, K. Horka®, S. Tavandzis!, R. Sitkova', I. Kasper&ik?, M.
Skrovina®, B. Donocikova*, J. Gruna’

1) Laboratof molekularni biologie, P&R Lab a.s., Onkologické centrum J. G. Mendela,
Novy Ji¢in

2) Biopticka laboratof, P&R LAB a.s., Onkologické centrum J. G. Mendela, Novy
Ji¢in

3) Chirurgické oddéleni, NsP, Novy Ji¢in

4) Onkologicka ambulance, P&R LAB a.s., Onkologické centrum J. G. Mendela,
Novy Ji¢in

Kolorektalni karcinom (CRC) je v Ceské republice jednim z nejéasté&jsich nadorovych
onemocnéni. Frekvence CRC v CR se pohybuje okolo 75 pfipadi na 100 000
obyvatel a mortalita 55/100 000. U muZzl je pozorovan vysSi vyskyt nez u Zen. V
celoevropském méfitku je Ceska republika ve vyskytu této diagnézy u muzd na
prvnim a u Zen na druhém misteé.

Kolorektalni karcinom je vysledkem akumulace rozdilnych genetickych a
epigenetickych zmén, které se objevuji na urovni chromozomu a DNA a néasledné
potom na expresi danych genu. Tento vicekrokovy proces je charakterizovan
inaktivaci tumorsupresoru, aktivaci protoonkogenu prostfednictvim mutaci a/nebo
ztratou alel nebo deficienci ,mismatch repair* genu.

V této praci byly vyhleddvany mutace v onkogenu K-ras. Celkem bylo analyzovano
297 sporadickych pfipadli CRC metodami: PCR/SSCP/sekvenovani, PCR/pfimé
sekvenovani, enriched-PCR/SSCP/sekvenovani, PCR/dHPLC a gPCR.

K-ras mutace byly odhaleny v 95 pfipadech (32%). Mutace v kodonu 12 se vyskytuji
s nejvyssi frekvenci a byly nalezeny v 76 pfipadech (26%). U patnacti pacientl (5%)
byly detekovany mutace v kodonu 13. Mutace v kodonu 61 byly nalezeny ve tfech
nadorech (1%) a vjednom pfipadé (0,3%) byla odhalena substituce AAA-ATA
v kodonu 5.

Pfi  porovnavani metod byl nejvy8Si zachyt zaznamenan u enriched-
PCR/SSCP/sekvenovani a gPCR.

Molekularné genetické vySetifeni mutaci v K-ras ma limitujici vyznam pfi aplikaci anti-
EGFR preparatl. K-ras je soucasti RAS-RAF-MEK-ERK signalni drahy, ktera
zajiStuje prenos signalu z receptoru na povrchu buriky do bunéé&ného jadra. Pfi anti-
EGFR |éCbé je receptor blokovan a je tak zamezen vstup signalu do burky. Bylo
zjiSténo, Ze v pritomnosti mutaci v K-ras onkogenu je bunéény cyklus aktivni, a tak
anti-EGFR lé¢ba neuc€inna. Zbyte€né pak zatéZuje organizmus a bez efektu zvysuje
naklady na lé¢bu. Z vySe uvedenych ddavodld bylo vydano nafizeni onkologickymi
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spole¢nostmi provadét analyzu mutaci v K-ras onkogenu v tumoru u pacientd,
indikovanych na anti-EGFR léc¢bu.

V souvislosti s anti-EGFR 1é¢bou chceme upozornit na biologickou limitaci
molekularné genetickych analyz (heterogenita nador() a na hranici technickych
moznosti (histologicky material) béhem vySetfovaciho procesu a pfi hodnoceni
vysledka.

Tato prace vznikla s laskavou podporou firem MERCK a LABMARK.
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Mgr. Michal Zemanek, Ph.D.

IMALAB s.r.o.

Laboratof molekularni biologie
Padélky I. 4/3644

760 01 Zlin

tel. : +420-577 001 100, 602 592 024
e-mail: zemanek@imalab.cz

Soucasné stanoveni polymorfism G gend Cyp2C9 a VKORC1: (r)evoluce
v davkovani warfarinu

Michal Zemanek, Jitka Trtkova
IMALAB s.r.0, Zlin, Laboratof molekularni biologie

Warfarin (4-OH-kumarin) je nejéast&ji uzivané peroralné Géinné antikoagulans v CR.
Warfarin (kumarinova antikoagulancia obecné) pusobi jako antagonista vitaminu K,
ktery je nezbytny pro syntézu funkénich koagula¢nich faktord II, VII, IX a X v jatrech.
Jeho nevyhodou je velmi Uzké terapeutické rozmezi a Siroka interindividualni
variabilita v reakci na urcité davkovani. Nespravné davkovani maze zpuasobit Zivot
ohrozujici komplikace, jako je krvaceni v pfipadé pfedavkovani nebo nedostatecna
profylaxe kvuli nedostate¢né dévce. Davkovani warfarinu je podminéno fadou
faktor(: rasa, hmotnost, vék, pfijem vitaminu K potravou, jiné uzivani lékd ad.
V poslednich letech se ktémto faktorum pfidalo genetické hledisko - stanoveni
polymorfismu pfedevSim gent CyP450 2C9 a VKORCL.

Polymorfismus CyP450 2C9 ovliviuje rychlost biotransformace kumarint. Podstatny
vyznam pro biotransformaci S-warfarinu maji varianty CyP2C9*2,*3, které sniZuji u
svych nositell potfebnou davku warfarinu.

Gen VKORCL1 kéduje podjednotku 1 transmembranoveho proteinu - vitamin K epoxid
reduktdzoveho komplexu (cilovy enzym warfarinu). Genetické varianty VKORCL1
zvySuiji citlivost jedinc na warfarin (€asté polymorfismy 1173 C>T a -1639 G>A), jiné
naopak mohou byt pfiinou rezistence na warfarin (vzacné mutace).

Efekt polymorfismi CyP450 2C9 a VKORC1 na velikost denni davky warfarinu
potfebné k udrzeni terapeutického rozmezi se navzajem potencuje. Nezanedbatelna
¢ast populace patfi k vysoce rizikové skupiné nosic¢l polymorfismu VKORC1 a
soucasné alespon jednoho polymorfismu CyP450 2C9. Tito pacienti jsou ve vysokém
riziku pfedavkovani warfarinem, zejména v Gvodu |éCby.

Klinicky vyznam stanoveni téchto polymorfismu je potencialné velky. Vytipovani
jedinca citlivych na warfarin by mélo predejit riziku prfedavkovani a zkrétit dobu
nutnou ke stabilni warfarinizaci. Celkové by pak mélo dojit ke zvySeni bezpecénosti
warfarinové terapie.
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prim. MUDr. Zuzana Medkov4, Ph.D.

klinické laboratofe IFCOR-99, s.r.o.
615 00 Brno

tel. : +420-604 951 227
e-mail: medkova@ifcor.cz

Diagnostika Lymeské nemoci (LD) metodou PCR - ano €i ne , kdy a jak ???

prim. MUDr. Zuzana Medkov4, Ph.D.
klinické laboratofe IFCOR-99, s.r.0., Brno

Abstrakta: implantace PCR technologie do oblasti laboratorni diagnostiky borrelii
byla pfijimana kontroverzné jiz od prvopoc¢atku zavadéni a ovéfovani tohoto postupu
do vyzkumnych, a poté terénnich labotarofi. Lze fici, Ze tento stav trva dodnes a
pricin je cela fada:

- vyznamna diskrepance mezi vysledky vysoce senzitivnich, ale jiz mnohdy méné
klinicky specifickych sérologickych nélezt zejména u tzv. chronickych pacientd
(napf. IgM podle nékterych studii pfetrvavaji az 15 let u Klinicky zcela zdravych
jedinca!)

- vétSinova negativita vzorkd odebranych pro PCR (chronicéti pacienti,
nespecifikovatelna bakteriémie, nejista optimalni doba odbéru, diskutovany
nejvytéznéjsi klinicky material atd.)

To vSe pfivedlo celou fadu ¢eskych mikrobiologu i Klinickych Iékafi ke skepsi vuci

této diagnostické metodé. V mém kratkém do problematiky LD jsou prezentovana

soucasna mezinarodni doporuceni optimalnich relaci pro aplikaci PCR u pacientd s

LD a v kratkosti uvadim zkuSenosti pracovisté IFCOR-99, s.r.0. a FN Na Bulovce na

tomto poli u souboru dospélych a déti do 18 let véku (srovnani sérologickych nélezl

metodami ELISA a WB a detekce pomoci PCR.
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Mgr. Radka Bolehovska

UKBD, FN a LF Hradec Kralové
Sokolska 581
500 05 Hradec Kralové

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

Moznosti a Uskali detekce DNA Borrelia burgdorferi sensu lato

Bolehovska R., PliSkova L., Debnarova L.
Ustav klinické biochemie a diagnostiky LF a FN Hradec Kralové

Diagnostika lymské boreliézy je velice obtizna vzhledem k variabilité klinickych
projevd, pfiznakd vyvolanych rdznymi orgdnovymi postizenimi, které mohou byt ne
zcela presvédcivé. V neposledni fadé hraje takeé roli nejednoznac¢nost laboratornich
nélezu.

Vyhodou molekularné biologickych metod (zejména PCR) je vyznamné zrychleni
diagnostiky, specifita detekce DNA borélii, moznost vySetfeni borélii v jakémkoliv
materialu a v pfipadé nékterych PCR i vysoka citlivost. Pomoci molekularné
biologickych metod je mozZzné jednozna¢né urcit druh borélii, ktery je dalezity pro
sledovani epidemiologické situace a ureni pfipadného vztahu mezi jednotlivymi
druhy a klinickymi projevy.

Detekce DNA borélii ma vSak fadu uskali a problémid. Prvnim znich je
preanalyticka faze vySetfeni (spravné provedeny odbér, vybér materialu vzhledem ke
klinickym projevim, podminky transportu materialu, skladovani). Vzhledem
k neobvyklému genomu borélii je zachyt DNA borélii ovlivnén také vybérem primeru -
detekce genomové nebo plazmidové DNA (nejCastéji OspC, OspA). Velmi
problematickd je detekce DNA borélii u chronickych forem onemocnéni, nebot
genomova DNA byva pfitomna jen ve stopovych mnozstvich a DNA genu OspA
vétSinou chybi. Detekce DNA borélii se v posledni dobé vyuzivd i vramci
diferencialni diagnostiky napf. u roztrousené sklerdzy, neboreliové encefalitidy apod.

MozZnost zlepSit zachyt DNA borélii spoCiva ve vhodné naasovaném odbéru
biologického materialu, spravné preanalytické fazi a v kombinaci riznych PCR, napf.
jedné specifické pro genomovou DNA a druhé pro OspC nebo OspA. Presto bude
vzdy nutna korelace laboratornich néalez s klinickym obrazem a zejména vétSi
spoluprace klinika s laboratofi.
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MUDr. Hana Roha ¢éova, Ph.D.

Infekéni klinika FN Na Bulovce
Budinova 2
180 81 Praha 8

tel.: +420-266 082 625, 605 221 092
e-mail: hana.rohacova@fnb.cz

Klinické formy lymeské borrelidézy

MUDr. Hana Rohacova, Ph.D.
Klinika infekénich parazitarnich a tropickych nemoci FN Na Bulovce, Praha

Lymeska borreli6za (LB) je onemocnéni, jehoZz incidence patfi mezi infekénimi
nemocemi k jedné z nevy3sich na tzemi CR. Klinické formy jsou velmi pestré a fada
z nich muze napodobovat onemocnéni z oblasti revmatologické, neurologické a fady
dalSich. Naopak nékteré choroby neinfekéniho plvodu byvaji mylné diagnostikovany
jako LB, a to tehdy, je-li pozitivni protilatkova odpovéd na LB. Ve sdéleni jsou
probrana jednotlivad stadia LB a klinické formy, které je provazeji. Pozornost je
vénovana téz diferencialni diagnostice onemocnéni, a to pfedevsim forem koZznich,
neurologickych a muskuloskeletalnich. V zavéru jsou prezentovany dvé kasuistiky.
V prvni jde o nemocného détskeho véku s pozitivnim nalezem PCR a negativni
protilatkovou odpovédi pfi neuroboreliéze. Druhy pfipad se tyka tézkého prabéhu
leukoencefalitidy u mladé Zeny rovnéz s negativni protilatkovou odpovédi a
pozitivnim zachytem PCR z krve i mozkomisniho moku.
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RNDr. Dagmar Hulinska, Ph.D., CSc.

SzU, NRL pro borreliézu, WHO Centre
100 42 Praha

tel.: +420-267 082 594
e-mail: dhulin@szu.cz

Detekce a kvantifikace Borrelia sp. a dalSich bakteriii z kli§ tat pomoci
LightCycler PCR v realném ¢ase

D. Hulinska
NRL pro borreliézu, Statni zdravotni Ustav, Praha

RT-PCR monitoruje PCR produkt v realném ¢ase a prostoru v procesu ultra-rychlého
cyklovani (20C/s) za 20-30s p fi identickych podminkach pro 32 vzorkld. Senzitivity je
dosazeno vybérem vinové délky a fluoroford (3 kanaly, optické jednotky pro
vicebarevnou detekci v 530, 640 a 720 nm). Absolutni kvantifikace pfi uziti TagMan,
rekombinantnich prob apod. MnozZstvi PCR produktu roste logaritmicky v prvnich 10
cyklech a sensitivita, tj. intensita signalu produkovaného fluorofory, je Uumérna
mnoZstvi produktu. Borrelia fragmenty OspA plasmidu nebo recA genu jsou
detekovany v kulturach od 10 do 10°® kopii v jednom procesu, ale zavisi na vybéru
primert (CG), optimalizaci PCR a mnoZstvi DNA v pg - fg (femtogram). Hybridizaci
se sondou OspA jsme identifikovali 3 druhy Bb z kize pacientd a TagMan sondou
pro flagelin i z krve a moku. Mé&feni teploty tani (melting Tm) diferencuje specifické
produkty Anaplasma sp. od Bb v multiplex RT-PCR, protoZe kazdy dsDNA produkt
ma specifickou Tm a snadno se diferencuje od nespecifickych dimerd. Ovérfeni
OmpA, B a glta genul a restrikce 16S rRNA definuje pfitomnost B. henselae v klistéti
a v biopsii srdce. Detekce agens Rickettsiales je vice senzitivni nez Bb z klinického
materialu (tkani) vzhledem k vétSimu mnozZstvi téchto gram-negativnich bakterii v
burikach obranné reakce, jejichz genom se na rozdil od Bb béhem infekce a
persistence neméni.
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MUDr. Zuzana Rusi nakova

Hemato-onkologicka klinika FN Olomouc
I. P. Pavlova 6
779 00 Olomouc

tel. : +420-588 444 221
e-mail: Zuzana.Rusinakova@fnol.cz

Toxoplazmova infekcia u imunosuprimovanych paciento v - praktické
skusenosti

'Rusifidkova Z., 'Raida L., 'Faber E., *Tomkova J., *Bednafikova J., ‘Indrak K.,
“Novotny D.
'Hemato-onkologicka klinika FNOL, ?Oddelenie klinickej biochémie FNOL

Toxoplazméza je parazitarne ochorenie, ktorého pdévodcom je Toxoplasma gondii.
Je to obligatorny intracelularny parazit spésobujuci klinicka i latentna infekciu takmer
u vSetkych cicavcov. Incidencia ochorenia vyrazne geograficky osciluje v zavislosti
na lokalnych zvyklostiach starostlivosti 0 domace zvierata. U imunokompetentnych
jedinov zvacSa spbsobuje asymptomaticku infekciu, horuc¢ku a lymfadenomegaliu.
U imunosuprimovanych pacientov méze dojst k rozvoju Zivot ohrozujucich stavov,
najCastejSie pod obrazom neuroinfekcie, ale aj pfucnej, prip. diseminovanej formy.
Vyskyt ochorenia je spojeny s vysokou mortalitou (60 % - R. Martino, CID, 2005).
Rizikovi su hlavne pacienti po alogénnych transplantaciach krvotvornych buniek, ale i
pacienti na dlhodobej imunosupresivnej lieCbe a s prolongovanou lymfopéniou (nizke
hodnoty CD4+ buniek).

Diagnostika ochorenia je problematicka. Serologia je nevytazna u pacientov s
poruchou tvorby protildtok. PCR  metodika ma vysoku Specificitu, ale nizSiu
senzitivitu. Je nutny opakovany odber materialu (uvolnenie tachyzoidov). Negativita
PCR newylu€uje infekciu. Diagnéza je zvacSa stanovena na zaklade kombinacie
klinického stavu, PCR pozitivity, CT nélezu, zriedkavo je mozny priamy dokaz.

V pripade diagnostikovanej infekcie neexistuje jednotny Standardny postup liecby.
Profylaktické podanie Biseptolu® zniZuje riziko rozvoja infekcie. Vyznam preemtivnej
lieCby pri PCR pozitivite zostdva nejednoznaény. V lieCbe manifestovaného
ochorenia dominuje Daraprim® v kombinécii s Dalacinom®. Dizka supresivnej
(udrziavacej) lieCby nie je stanovena, vzdy minimalne po dobu trvania lymfopénie v
kombinacii s Biseptolom®.

Na nas3ej klinike sme v spolupraci s Oddelenim klinickej biochémie diagnostikovali
5 pripadov infekcie toxoplazmdézou. 3 pacienti boli po alogénnej transplantacii
periférnych kmernovych buniek, 1 po autolégnej transplantacii a jedna pacientka po
chemoterapii pre Hodgkinovu chorobu. Na tychto kazuistikach si v prednaske blizsSie
ukéazeme problémy so stanovenim diagndézy, ale aj lieCbou u imunosuprimovanych
pacientov.
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PharmDr. Barbora Voxova

Ustav klinické mikrobiologie
Fakultni nemocnice Hradec Kralové
Sokolska 581

500 05 Hradec Krélové

tel.: +420-495 832 630
e-mail: voxovab@Ifhk.cuni.cz

Uskali laboratorni diagnostiky mozkové toxoplazmézy

B. Voxova !, Z. Cermakova® , M. Forstl 1, L. Plidkova? , R. Bolehovska 2, P. Prasil® ,
S. Plisek®

! Qstav klinické mikrobiologie, Fakultni nemocnice, Hradec Kralové
2 Ustav klinické biochemie a diagnostiky, Fakultni nemocnice, Hradec Krélové
% Klinika infekénich nemoci, Fakultni nemocnice, Hradec Krélové

Abstrakt:

V Ceské republice je toxoplazmbéza nejrozsifengjsim parazitarnim
onemocnénim.
Dle vysledkl sérologickych studii pfiSlo do kontaktu s prvokem 25 - 50 % nasi
populace. Zavazna forma onemocnéni se muze rozvinout u pacientd s téZzkym
poskozenim imunitniho systému.

Pacient, muz, 45 let, s chronickou myeloidni leukémii, 20 mésicl po alogenni
transplantaci progenitorovych bunék kostni dfené od HLA identického nepfibuzného
darce byl hospitalizovan (pfeloZzen z oblastni nemocnice) ve FN pro epilepticky stav.
VySetfenim MRI mozku bylo zjisténo kulovité lozisko levého thalamu velikosti 14
mm s centralnim rozpadem (plus mnohocetna dalSi loziska) a diagnostikovana
iridocyklitida.

Pacient byl opakované vySetfovan na toxoplasmézu metodou KFR, EIA (hranice
pozitivity pro vSechny tfidy Ig 1,000) a PCR.

Vysledky ze 1/2004 (pfed transplantaci):
KFR 1:128, IgM 0,491 negativni, IgA 0,365 negativni
Vysledky z 6/2004 (3 mésice po transplantaci ):
KFR 1: 64, 1gG 4,375,IlgM 0,631, IgA 0,527, IgE 0,165, IgG avidita 64,4 —
vysokd; PCR z nesrazlivé krve i likvoru negativni
Vysledky z 2/2006 (p/i hospitalizaci):
KFR 1:512, IgG 2,216 pozitivni, IgM 4,816 pozitivni, IgA 1,555 pozitivni, IgE
1,220, IgG avidita 34,7- hrani¢ni; PCR z krve a likvoru negativni,
PCR z biopsie mozkového loZiska pozitivni
VySetfeni 5/2006 (kontrolni):
KFR 1: 128, 1gG 1,627, IgM 1,158

Zaver:

Toxoplasma gondii je intracelularni parazit, pfi vySetfeni biologickych materiald od
imunokompromitovanych pacientl je nutné respektovat skute¢nost, ze vySetfeni
likvoru neni pro vylouceni infekce prvokem T. gondii dostatecné spolehlivé.
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MUDr. Zbyn ék Valenta

Centrum biologické ochrany Téchonin
561 66 Téchonin

tel.: +420-973 273 617
e-mail: zvalenta@email.cz

Toxoplazmova encefalitida u pacienta s HIV infekci
12yalenta, Z., *Forstl, M., ®Kohout, A., *Kapla, J.

'Centrum biologické ochrany Téchonin, ACR
Ustav klinické mikrobiologie FN a LFUK HK

3Fingerlandiv Ustav patologie FN a LFUK HK
*Klinika infekénich nemoci FN a LFUK HK

Abstrakt:

Je prezentovan pfipad 40letého muze, ktery byl hospitalizovan k chirurgickému
feSeni mozkového lozZiskového nalezu, susp. tumoru, verifikovaného CT a MRI.
Histopatologicky byla zkuSenym patologem v operacni biopsii zjisténa toxoplazmova
etiologie a az nasledné potvrzena pacientova HIV-pozitivita (o které pacient védél,
ale neuvedl ji). Po zakroku doslo k dalSi progresi stavu, pravdépodobné i v disledku
rozsevu parazitu, ktery vyustil az v decerebraci.

Zaver:
Toxoplazmova encefalitida je povaZzovana za nejCastéjsi pfi¢inu amrti HIV-pozitivnich
pacientl. Predstavuje u nich znacné riziko i pres relativné pfiznivé hodnoty

hematologickych markerd zakladniho onemocnéni, proto je tfeba vést tuto komplikaci
v patrnosti pfi diferencialni diagnostice vSech mozkovych loziskovych procesu.
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Sekvena éni analyza GBV-C/HGV u HIV pozitivnich pacient

Sakmaryova, I., Konig J., Aster V.
VIDIA-Diagnostika

V ramci feSeného grantu 1IGA MZ CR : NR/9288-3

U pacientd infikovanych HIV je cCasta koinfekce s jinymi, parenteralné
prenasenymi viry. Mechanizmus ovliviujici replikaci pfi koinfekci s HIV neni dosud
dostate¢né prozkouman, ale z klinickych pozorovani je zfejmé, Ze koinfekce ovliviuje
délku preziti a kvalitu Zivota HIV pozitivnich pacientl. Negativni efekt je pozorovan
pro vétSinu koinfekci hepatotropnimi viry (HCV, HBV), kdy je pozorovano Castéjsi
snizeni po¢tu CD4 lymfocytl a pfi dlouhodobém sledovani i kratSi doba prezivani
HIV infikovanych pacientl. Naproti tomu koinfekce virem GBV-C/HGV (dale jen HGV)
muaze mit pozitivni efekt. VétSina autorl popisuje u HGV koinfikovanych HIV
pozitivnich pacientt dlouhodobé;Si preziti a lepSi tzv. kvalita Zivota.

HGV je RNA virus zafazeny do skupiny flaviviridae, stejné jako jeho mladsi
pfibuzny HCV. HGV je rozSifeny po celém svété jak bylo prokazano demografickymi
studiemi. V soucasné dobé je identifikovano 6 genotypl. U genotypu 2 (evropska a
americka populace), byla u subtypl 2a a 2b zjiSténa prukazna souvislost s uvedenym
kladnym ovlivnénim pribéhu HIV infekce. U populace HIV negativni probiha HGV
infekce vétSinou inaparentné a bez nasledkad.

NasSe pracovisté uzce spolupracuje s AIDS centrem FN Bulovka pfi feSeni
vyzkumného Ukolu, zabyvajiciho se vztahem koinfekce HGV a ovlivnéni prognézy
pacientd s HIV infekci. Jednim z cild naSi spoluprace je vypracovani metodiky a
stanoveni HGV genotypu sekvenaéni metodou. Genotypizace hepatitidy G neni jesté
dostatec¢né prozkoumana, na rozdil od podrobné zmapované VHB a VHC. Pro naSi
praci byl klicovym ukolem vybér a ovéreni selektivnich primerd pro RT, PCR a
sekvenaci. Pro kazdy z uvedenych krokd se ndm osvédcilo pouzit tfi odliSnych dvojic
primert z konzervativni 5'UTR oblasti HGV. Pro odstranéni  kontaminujicich
reagencii, rusicich finalni sekvenaci, jsme s vysokou U&innosti a vytéznosti pouZili po
RT i PCR Sure Clean (Bioline). Po sekvenaci (ABI-Big Dye terminator verze 3.1)
jsme pro precisténi vyuZili vyhody nového produktu: X Dye Terminator kit (ABI).

Pro genotypizaci HGV pouzivame metodu konsenzu (software DNA Star:
Lasergene), tj. porovnavani nami zjisténé sekvence analyzou pacientskych sér
s publikovanymi, referenénimi, sekvencemi pro jednotlivé genotypy HGV,
uverejnénymi v mezinarodni databazi (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

Pro oblast stfedni Evropy je prevalentni vyskyt genotypu 2, coz také potvrzuji
naSe pocate¢ni data. Dosud se nam podafrilo zaradit 15 HIV pozitivnich pacientd,

v,
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k nizkému poctu znamych referenénich sekvenci. Jejich upfesnéni budeme prabézné
korigovat s narlstajicim poctem vySetfenych pacientd.

Lit.: TJ.Tucker, Smuts H.E. (J.Med.Virol. 62:82-83, 2000): GBV-C/HGV genotypes: Proposed
nomenclature for genotype 1-5
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Prvni zkuSenosti s pr akazem HPV metodou reverzni hybridizace

F. Musil, I. Sollova, A. Tuékova
BioLab s.r.o0., Klatovy

Ceska republika patfi mezi evropské zemé& s nejvy33im vyskytem karcinomu
délozniho &ipku (KDC). Incidence je dlouhodobé& kolem 20 novych pfipadd na
100.000 Zen/rok. To zhamena, Ze se u nas KDC ro&né objevi u 1000 aZ 1200 Zen, z
nichZz navzdory pokrokiim v onkologické terapii kolem 450 umira.

V prabéhu zivota Zeny epitel délozniho hrdla prodélava fadu zmén, které mohou byt
provadzeny metaplastickymi zménami rizného stupné. Bylo prokazéno, Ze tento
nezraly metaplasticky epitel je nejsnadnéji napadnutelny vysoce rizikovymi (high risk)
onkogennimi typy humannich papilomavird (HPV), které maji schopnost se
zabudovat do genomu bunék délozniho hrdla.

Sexualné prenasena infekce HPV je velmi ¢asta. Odhaduje se, Zze az 75% vSech Zen
je nékdy exponovano infekci HPV. V dnesni aktivné sexualné Zijici populaci divek
mezi 18. az 25. rokem lze diagnostikovat tyto viry az u 30 % populace. Ve skupiné
35-40 let je to jiz v méné nez 4 %. Pfevazna vétSina HPV infekci se spontanné
vyléci, ale perzistence HPV s vysokym rizikem (high risk, HR HPV) je signifikantnim
rizikovym faktorem v patogenezi prekancer6z a karcinom( délozniho &ipku. V této
skupiné vyrazné dominuji kromé dalSich prfedevsim dva nej¢astéjSi genotypy 16 a
18. Ty odpovidaji nejen za asi 70 % pripadd KDC, ale také asi za &tvrtinu nador(i
hlavy a krku, a asi 90 % zhoubnych nadorl v oblasti anu a pfes polovinu karcinoma
vulvy a vaginy. Proto jsou dnes obé registrované vakciny pro prevenci rakoviny
déloZzniho Cipku a ostatnich onemocnéni zpusobenych papilomaviry sméfovany
predevsim proti genotypim 16 a 18 (Gardasil - 16,18, 6,11 a Cervarix -16,18).

Druha skupina HPV s tzv. nizkym rizikem (low risk, LR HPV) je ¢asto spojena pouze
s benignimi intraepitelialnimi [ézemi nizkého stupné nebo kondylomaty.

Od bfezna 2008 je v nasi laboratofi provadén prikaz DNA HPV v biologickém
materialu molekularné biologickou metodou reverzni hybridizace (souprava HPV-
screening Human Papilloma Virus o 16 stripech — vyrobce fa. GenlID GmbH,
distributor fa. Medisco s.r.0.). Souprava detekuje separatné skupinu vysoce
rizikovych genotypt (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 73, 82) a
skupinu nizko rizikovych genotypt (6, 11, 40, 42, 43, 44). Vyhodou je navic selektivni
detekce obou nej¢astéjSich rizikovych genotypd 16 a 18. Kazdy strip obsahuje dvé
kontrolni zony - jedna prokazuje spravné navazani konjugatu, druha udspésnou
amplifikaci (gen GAP-DH).

Po kratkém zavedeni metody bylo do konce roku 2008 vySetfeno celkem 84 vzorku
stérd z délozniho Cipku. Predbézné lze ze ziskanych vysledkl provést tyto zavéry
(vzorky i s hraniénim nalezem byly hodnoceny jako pozitivni):
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. Vzorky byly zaslany ze sedmi gynekologickych ambulanci v tomto zastoupeni —

50/18/12/1/1/1/1.

. Vékoveé rozmezi 84 vySetienych Zen bylo 18 az 69 rokl, pramérny vék byl 33 + 10

let.

. Zastoupeni vzorkl v jednotlivych dekadach — 11-20 rokd 6 vzorkd (7,1 %), 21-30

roka 34 vzorka (40,5 %), 31-40 roka 28 vzorka (33,3 %), 41-50 roka 12 vzorku

(14,3 %), 51-60 rokud 3 vzorky (3,6 %) a ve skupiné 61-70 roku 1 vzorek (1,2 %).

. Zastoupeni kompletné negativnich vzorkd podle dekad - 11-20 rokd 2 vzorky

(33,3 %), 21-30 roka 14 vzorkl (41,2 %), 31-40 rokd 15 vzorka (53,6 %), 41-50

roku 8 vzorkul (66,7 %), 51-60 rokd 1 vzorek (33,3 %).

. Ve vSech 84 vzorcich byla v rizném zastoupeni (LR/HR/16/18) prokadzana 21x

(25,0 %) DNA LR HPV, 42x (50,0 %) DNA HR HPV, 18x (21,4 %) DNA HPV

genotypu 16, 8x (9,5 %) DNA HPV genotypu 18.

. Zastoupeni jednotlivych moznych kombinaci (LR/HR/16/18) bez ohledu na vék:

= kompletné negativnich vzorku (0/0/0/0) bylo 40 (47,6 %),

vzorky (+/0/0/0) s pouze LR HPV byly 2 (2,4 %),

vzorku (0/+/0/0) s pouze HR HPV (16 a 18 negativni) bylo 13 (15,5 %),

vzorkd (+/+/0/0) s LR i HR HPV (16 a 18 negativni) bylo 6 (7,1 %),

vzorkl (0/+/+/0) s HR HPV (+16 pozitivni) bylo 5 (6,0 %),

vzorkl (+/+/+/0) s LR i HR HPV (+16 pozitivni) bylo 10 (11,9 %),

vzorky (0/+/0/+) s HR HPV (+18 pozitivni) byly 3 (6,0 %),

vzorky (+/+/0/+) s LR i HR HPV (+18 pozitivni) byly 2 (2,4 %),

vzorky (0/+/+/+) s HR HPV (+16+18 pozitivni) byly 2 (2,4 %) - Zeny 22 a 31

roku staré,

= vzorek (+/+/+/+) s LR i HR HPV (+16+18 pozitivni) byl jen 1 (1,2 %) - u Zeny
19 rokd staré.

Zavérem Ize konstatovat, Ze metodologicky povaZzujeme uvedeny postup za
vyhovujici pro laboratof se standardnim provozem DNA diagnostiky s menSim
poctem vzorkd s moznou dostupnosti vysledku jiz do 24 hodin (izolace DNA —
amplifikacni PCR — reverzni hybridizace na stripu).

Zatim nelze hodnotit Uspé&snost v EHK, jejiz cyklus je objednan na pfisti rok (SZU —
NRL pro HPV).
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DOkaz para orechov v potravindch pomocou real-time PCR
Barbara Breznd, Vyskumny Ustav potravinarsky, Bratislava

Kvoli ochrane ludi postihnutych potravinovymi alergiami musi byt na obale potravin
oznaéené ich zloZenie. Dalej st potrebné vhodné analytické metddy na kontrolu
dodrzZiavania tohto pravidla. V naSom laboratériu sa venujeme vyvoju analytickych
metod na dbkaz alergénnych surovin. Problémy a Specifika s tym spojené budeme
ilustrovat’ na priklade para-orechov, ktoré su ¢astou pri¢inou alergii. Selektivita novej
metody na dbkaz para orechov bola overena na subore rastlinnych a zivoc€isnych
druhov pouzivanych v potravinarstve. Bol zisteny detekény limit 10 pg purifikovanej
DNA para orechov alebo 0,1 % obsah para orechov vzmesi. Pri testovani
komer&nych vyrobkov neboli zistené nijaké nezhody medzi oznaenim vyrobkov
a vysledkami analyz.
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