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27.ledna 2010 streda

10.00 -12.30 Reqistrace
13.00 - 13.15 Zahajeni

13.15 - 14.00 Uvodni sdéleni

Prof. Ing. Miroslav Strnad, CSc., Univerzita Palackého & Ustav experimentalni
botaniky AVCR, Laboratof rastovych regulatort, Olomouc
Derivaty adeninu pro Ié¢eni nadorovych onemocnéni

14.00 - 16.00 Analyza humanniho genomu

Mgr. Vlasta Cejnova a kol., Oddé&leni lékafské genetiky, Masarykova nemocnice

v Usti nad Labem, o.z., Usti nad Labem

Rychla detekce nejcéastéjSich chromozomalnich aneuploidii pomoci QF-PCR:
Kazuistiky z prenatalni diagnostiky

RNDr. Martina Putzova, Ph.D. a kol., GENNET, s.r.0., Praha
Preimplantacni geneticka diagnostika monogennich chorob metodou PGH —
nase vysledky za rok 2009

Mgr. lva Sakmaryova, VIDIA-Diagnostika, Praha
Geneticka vysetireni u nedoslychavych déti

14.50 - 15.10 Prestavka
Mgr. Jana Sabova a kol., DNA laboratof, Klinika détské neurologie, FN Motol, Praha
Vybrané vysetrovacie moznosti v molekularno-genetickej diagnostike

dediénych neuropatii Charcot—Marie—Tooth na DNA urovni

Mgr. Hana Slavikova, P&R LAB a.s., Laboratof molekularni biologie, Novy Ji¢in
Zajimavé pripady Marfanova syndromu z pohledu molekularni biologie

MUDr. FrantiSek Musil a kol., BioLab s.r.o., Klatovy
Vzacna kombinace polymorfismii CYP2C9 a VKORC1 a jeji vliv na terapii
warfarinem — kazuistika

16.00 - 16.15 Prestavka

16.15-17.15 Diagnostika chripky

RNDr. Helena Jifincova, SZU, NRL pro chfipku, Praha
Charakteristika viru chiipky A/[H1N1 Pandemic 2009, aktualni situace ve svéte a
v CR. Struéné zhodnoceni metodickych pristupt k diagnostice.



Mgr. Jakub Mrazek a kol., Zdravotni ustav se sidlem v Ostravé, Centrum klinickych
laboratofi, Odd. molekularni biologie, Ostrava
A(H1IN1) 2009 — komplexni virologicka diagnostika

Ing. FrantiSek Stumr, Ph.D., SEDIUM s.r.0., Pardubicka krajska nemocnice, a.s.,
Pardubice
Diagnostika chfipky pandemic A(H1N1) v Pardubické krajské nemocnici

17.15-17.30 Prestavka

17.30-18.30 Firemni sdéleni

Roche s.r.o.

GeneProof a.s.

IMMUNOTECH a.s.

LAB MARK a.s.

BAG Health Care GmbH
Medisco Praha s.r.o.

DYNEX LABORATORIES s.r.o.
LABOSERYV s.r.0.

19.30 - 23.00 Spoleéensky vecéer

28.ledna 2010 ¢tvrtek

8.30-10.00 Urgentni vysetieni v molekularni biologii

Mgr. Jakub Mrazek a kol., Zdravotni ustav se sidlem v Ostravé, Centrum klinickych
laboratofi, Odd. molekularni biologie, Ostrava

Urgentni diagnostika bakterialnich meningitid metodou PCR - 5ti leté
zkusSenosti

MUDr. Lenka PetrousSova a kol., Klinika infekéniho lékarstvi, FN Ostrava
Vyuziti PCR diagnostiky neuroinfekci v klinické praxi, kazuistiky

Ing. Dalibor Novotny, Ph.D. a kol., OKB FN, Olomouc
Laboratorni aspekty urgentniho vysetrovani herpetickych virti u
hematoonkologickych pacientt

MUDr. Zuzana Rusifakova a kol., Hemato-onkologicka klinika, FN Olomouc
Herpetické infekcie u hematoonkologickych pacientov — klinicky pohl'ad

10.00 - 10.15 Prestavka

10.15-12.30 Varia



Ing. Anette Tizolova a kol., Ustav biochemie a mikrobiologie VSCHT, Oddéleni
klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice Na Bulovce, Praha

Vyvoj rychlé metody detekce Bordetella pertussis a B. parapertussis s vyuzitim
v klinické mikrobiologii

RNDr. Jan Kfristek, CSc. a kol., Karlovarské imunologické centrum, s.r.0., Karlovy
Vary
Detekce Chlamydia trachomatis ve vytérech ze spojivkového vaku pomoci PCR

Mgr. Petra PospiSilova a kol., Biologicky ustav, Lékarska fakulta, Masarykova
Univerzita, Brno

Molekularni detekce syfilis: PCR diagnostika, typizace a detekce makrolidové
rezistence u Treponema pallidum

11.15-11.30 Prestavka

Mgr. Jifi Stika, Ph.D., BIO-PLUS, spol. s r. 0., Brno
Zavedeni automatické izolace RNA pomoci zarizeni Magna Pure Compact pro
stanoveni virové naloze HCV pristrojem COBAS TagMan

Ing. Barbara Brezna, Ph.D. a kol., Vyskumny ustav potravinarsky, Bratislava, SR
Diverzita kvasiniek a plesni vo vzorkach slovenského hrozna a mustu

RNDr. Tomas$ Kuchta, DrSc. a kol., Vyskumny ustav potravinarsky, Bratislava, SR
Vyuzitie pSenice ako interného standardu pri analyze pekarskych vyrobkov
metédou real-time PCR

12.30 -13.00 Diskuse, zavér




Prof. Ing. Miroslav Strnad, CSc.

Laborator ristovych regulatort

Ustav experimentalni botaniky AVCR
Slechtitelt 11

783 71 Olomouc

tel.: +420 585 634 850
e-mail; strnad@prfholnt.upol.cz

Derivaty adeninu pro Ié¢eni nadorovych onemocnéni

Strnad M.
Laboratof rUstovych regulatort, Univerzita Palackého & Ustav experimentalni
botaniky AVCR, Slechtitel 11, 783 71 Olomouc

Cytokininy jsou derivaty adeninu, jedné z bazi v nasi DNA, které jsou substituované
v poloze N° izoprenoidnim nebo aromatickym postrannim fetézcem. Na§ vyzkum
soustiedujici se na poznani molekularnich mechanismu ucinku cytokininl v regulaci
bunécného déleni prokazal, Zze pfirozené rostlinné hormony cytokininy jsou obecné
nespecifickymi inhibitory Zivo&isnych cyklin-dependentnich kinas, kliCovych enzymd
kazdé eukaryotické bunky, ve které reguluji aktivitu fady proteind buné&ného cyklu.
Za velmi zavazné Ize povazovat skute€nost, Ze v fadé lidskych nadoru jsou cykliny a
cyklin-dependentni kinasy abnormalné regulovany. Pro prvni specificky inhibitor
CDK1/2 odvozeny od N°-benzyladeninu (BA) byl navrzen nazev olomoucin (OC). OC
zadrzi bunfiky na hranicich G1/S a G2/M, coz je v souladu s hypotézou o
prevliadajicim vlivu OC na CDK1 a CDK2. Inhibi¢ni aktivita OC byla dale zvySena
modifikacemi na C2, N6 a N9 adeninu, tzn., pozicich, které kontroluji vazbu k
CDK1/2. Tento pristup vedl nasledné k vyvoji nového, vysoce ucinného inhibitoru
CDK roskovitinu (ROSC, 6-(benzylamino)-2(R)/1-hydroxymethyl)propyl/amino-9-
isopropylpurin), ktery vykazuje zvySenou inhibi¢ni aktivitu pro CDK1, vysSi selektivitu
pro urcité CDK, zvySenou antimitotickou aktivitu v G1/S a G2/M pfechodu bunécného
cyklu a mnohem silngjSi protinadorové ucinky. Objev olomoucinu stal na pocatku
vyvoje nové generace protinadorovych latek zalozenych na specifické inhibici
proteinkinas homolognich s CDK1/2 (obr.1). Nasledny vyvoj vedl k vyvoji dalSich,
mnohem ucinnéjSich a specifi¢téjSich inhibitord CDK 1/2, jakymi jsou napf. roskovitin,
bohemin a purvalanol A. Roskovitin kon¢&i 2B. fazi klinického zkousSeni a testuje se
v nékolika evropskych zemich a v USA v multicentrické studii. Seliciclib® byl zkougen
na nadorech prsu a plicnich nadorech v kombinaci se standardni chemoterapii. V
prubéhu zkouSeni byly provadény nasledujici experimenty: (1) testovani pouziti
Seliciclibu v kombinaci se dvéma cytostatiky (gemcitabinem a cis-platinou) na
malobuné&ny karcinom plic; (2) testy pouziti Seliciclibu u rozvinutych nadort prsu
v kombinaci se dvéma dalSimi IéCivy (kapecitabinem a oralné podavanym ,prodrug*
5-fluorouracilem). Vedle inhibice CDK1/2 jsme se soustfedili i na vyvoj inhibitorQ
CDK7/9, které reprezentuje olomoucin |l a dale na vyvoj protinadorovych
chemoterapeutik kombinujicich inhibici CDK s antimikrotubularni aktivitou — E.2.G.G.
(obr.1). Tyto latky maji mnohem zajimaveéjsi protinadorovy potencial.
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Obr. 1. Chemické struktury 6-benzylaminopurinu (BAP), olomoucinu, boheminu,
roskovitinu, olomoucinu Il a E.2.G.G. (z leva do prava).



Mgr. Vlasta Cejnova

Oddéleni lIékarské genetiky

Masarykova nemocnice v Usti nad Labem, 0.z.
Socialni péce 3316/12A

401 13 Usti nad Labem

tel.: +420 477 112 471
e-mail; vlasta.cejnova@mnul.cz

Rychla detekce nejcéastéjSich chromozomalnich aneuploidii pomoci QF-PCR:
Kazuistiky z prenatalni diagnostiky

Cejnova V., Wilimska M., Harmas V., Stara M., Soukupova M., Lastlivkova J.
Oddéleni Iékafské genetiky, Masarykova nemocnice v Usti nad Labem, o.z.
Prevence chromozomalné podminénych VVV je nejCastéjSi indikaci prenatalni
diagnostiky. Trizomie chromozomu 21, 18, 13 a aneuploidie chromozom( X a Y jsou
zodpovédné za 95% chromozomalné podminénych VVV. V sou€asné dobé jejich
prenatalné geneticka diagnostika a prevence je indikovana vékem matky,
biochemickych screeningem sér téhotnych v 16. — 18. tydnu gravidity a
ultrazvukovym vySetfenim.

Kvantitativni fluorescenéni PCR (quantitative fluorescent PCR, QF-PCR) nabizi
rychlou prenatalni detekci nejastéjSich chromozomalnich aberaci bez kultivace
fetalnich bunék. Umoznuje odhalit aberace poctu chromozomd do druhého dne (v
idealnim pfipadé do 6 — 12 hodin) po odbéru plodové vody ¢i choriovych klku
z mikrokvant fetalnich bunék bez jejich pfedchozi kultivace a podstatné tim zkratit
obdobi nejistoty a stresu u vySetfovanych gravidnich Zen.

Metoda QF-PCR je zaloZena na principu kvantitativni PCR a na typizaci chromozomu
specifickymi trimerickymi a tetramerickymi nukleotidy. Tyto sekvence DNA jsou
znaceny fluorescencné a jsou prezentovany polymorfismy sekvenci mikrosatelitni
DNA (STR markery — short tandem repeats). STR markery jsou rovnomérné
rozprostieny po vSech chromozomech, jejich kombinace je unikatni pro kazdéeho
jedince a dédi se z rodic¢u na potomky.

Pro amplifikaci se pouzivaji fluorescentné znacené primery pro marker specificky pro
konkrétni chromozom, takZze pocCet kopii kazdého markeru je umérny signalu. Vznikly
PCR produkt je separovan a analyzovan na automatickém genetickém analyzatoru a
kazdy fluorescencni produkt se zobrazi jako pik s urc€itou plochou, ktera je umérna
mnozstvi DNA.

Autofi prezentuiji tfi pfipady vyuZiti metody QF-PCR v prenatalni diagnostice.
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RNDr. Martina Putzova, Ph.D.

GENNET, s.r.o.
Kostelni 9,
107 00 Praha 7

tel.: +420 604 473 856
e-mail: maurtina.putzova@qgennet.cz

Preimplantaéni geneticka diagnostika monogennich chorob metodou PGH -
nase vysledky za rok 2009

Putzova M., Pecnova L., Krutilkova V., Mika J., Kfen R., Stejskal D.
GENNET, s.r.o.

Preimplantacni geneticka diagnostika (PGD) pfedstavuje pro mnoho paru pfijatelnou
moznost mit zdravé dité a vyhnout se riziku pfipadného ukonceni téhotenstvi
z genetickych divodu €i narozeni postizeného potomka. Metodika uzce navazuje na
techniky in vitro fertilizace (IVF) a je zaloZzena na analyze a vylou€eni genetickych
abnormalit u embryi v ¢asném stadiu jejich vyvoje jesté pred transferem zpatky do
délohy a naslednou implantaci. PGD monogenné podminénych chorob vychazi
vétSinou z metod kombinujicich pfimy prikaz etiologické mutace s nepfimou
vazebnou analyzou sousedicich polymorfnich sekvenci DNA v oblasti postizeného
genu. Posledni jmenovany postup je principem tzv. preimplantaéni genetické
haplotypizace (PGH). Metodiku je mozné pouzit k diagnostice Sirokého spektra
monogennich onemocnéni.

V naSem centru byla PGH zavedena do klinické praxe v €ervenci v roku 2007, kdy
byla uUspéSné provedena preimplantaéni diagnostika u embryi paru s rizikem
postizeni potomkl cystickou fibréozou. S rostouci poptavkou ze strany pacientl se
seznam monogennich onemocnéni, které |ze diagnostikovat pomoci PGH v nasem
centru, neustale rozSifuje. V sou€asné dobé nabizime diagnostiku vice nez dvaceti
onemocnéni a na dalSich pracujeme v pofadi, v jakém k nam pfichazeji poZzadavky
od pacientl. V lofiském roce jsme navazali UspéSnou spolupraci s dalSimi IVF centry
v Ceské republice. V letodnim roce se oproti lofisku zdvojnasobil poéet cykli
s planovanym molekularné-diagnostickym PGD a uspésnost klinického téhotenstvi
dosahla na ET témér 73%.
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Mgr. Iva Sakmaryova

VIDIA-Diagnostika, s.r.o.
Gen. Janouska 902
198 00 Praha 9

tel.: +420 281 012 027
e-mail: sakmaryova@yvidia-diagnostika.cz

GENETICKA VYSETRENi U NEDOSLYCHAVYCH DETI

Sakmaryova I.*, Raskova D.?, Seeman P.?
VIDIA-Diagnostika Praha, “Gennet Praha

Hluchota je nejCastéjSi smyslovou vadou u lidi postihujici 5 — 8 % populace ve
vyspélych zemich. Asi jedno dité z 1 000 narozenych trpi vrozenou cCi prelingvalni
ztratou sluchu. Nejméné polovina z téchto déti nedoslycha ¢&i neslySi nasledkem
genetické poruchy. Z dalSich pfi¢in vrozené ztraty sluchu lze jmenovat napf.
bakterialni a virové infekce béhem téhotenstvi (CMV), uzivani ototoxickych 1éCiv a
podob.

Porucha genu GJB2 pro connexin 26 (Cx26) je nejCastéjSi znamou genetickou
pfi€inou nesyndromové prelingvalni ztraty sluchu a hluchoty. Ztrata sluchu
v souvislosti s mutacemi GJB2 (Cx26) genu se dédi autosomalné recesivné.
Optimalnim postupem po prokazani nedoslychavosti u ditéte a po vylouceni
moznych ziskanych pfi€in je nasledné genetické vySetfeni pacienta a jeho rodicu
klinickym genetikem, ktery muaze vylouCit pfipadny geneticky syndrom spojeny
s dalSimi vadami a nasledné indikovat DNA vySetfeni GJB2 genu, které je dnes
dostupné jiz na nékolika pracovistich v CR.

NaSe vysledky u Ceskych pacientd ukazaly, Zze u téméf 40 % pacientd
s nesyndromovou nedoslychavosti jsou prokazatelné obé kauzalni mutace v GJB2. U
cca 6 % pacientl je prokazatelna pouze jedna kauzalni mutace v kodujici sekvenci
GJB2 genu, coz neumozniuje v jednotlivych pfipadech objasnit pficinu vrozené
hluchoty. KazdoroCné |ze tedy oCekavat narozeni asi 20 déti, které jsou neslysici
v disledku mutaci v GJB2 genu. NejcastéjSi nachazenou mutaci u ¢eskych pacientu
je mutace 35delG, ktera u nas predstavuje 82,8 % vSech kauzalnich mutaci.

Molekularné genetické vySetfeni mize nalezem kauzalnich mutaci v GJB2 genu u
pacientl s podezienim na ztratu sluchu velmi spolehlivé a velmi ¢asné tuto ztratu
potvrdit a objasnit. V pfipadé zajmu rodiny je pak pfi znalosti kauzalnich mutaci
principielné mozné i prenatalni vySetfeni nebo nové i preimplantacni vySetfeni
béhem dalSiho téhotenstvi. Pacienti s molekularné geneticky potvrzenou a
objasnénou prelingvalni hluchotou mohou byt dfive a velmi ¢asné adekvatné léCeni
vCetné Casné kochlearni implantace s pfedpokladem lepSi celkové progndzy. U
pacientl s €asnou nedoslychavosti, u kterych nebyly prokazany mutace v GJB2
genu, kde trva podezieni na genetickou etiologii je dalSim moznym krokem v DNA
diagnostice vySetfeni SLC26A4 genu.
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Mgr. Jana Sabova

DNA laborator

Klinika détské neurologie
FN Motol

V Uvalu 84

150 06 Praha 5 — Motol

tel.: +420 224 436 789
e-mail: jana.sabova@I|fmotol.cuni.cz

Vybrané vysetrovacie moznosti v molekularno - genetickej diagnostike
dediénych neuropatii Charcot — Marie — Tooth na DNA urovni.

Sabova J. a kol.
DNA laboratof, FN Motol, Praha

Dedi¢né periférne neuropatie (Charcot-Marie-Tooth, skratka CMT) patria do skupiny
genetickych a fenotypovo heterogénnych ochoreni. Su najcastejSim geneticky
podmienenym ochorenim postihujucim periférne nervové svalstvo s celosvetovou
prevalenciou 1 : 2500.

NajcastejSou genetickou poruchou po stanoveni klinickej diagnézy choroby CMT su
duplikacie (resp. delécie) PMP22 génu nachadzajucom sa v submikroskopickej
oblasti velkosti 1,4 Mb, a ktoré predstavuju az 70 % vSetkych CMT pripadov. DalSimi
priCinami ochorenia su mutacie dalSich génov zucastriujucich sa pri vyvoji a funkcii
neurdénov a nervovych obalov. Poruchy u tychto génov mozZno v sucasnej dobe
diagnostikovat' po stanoveni klinickej diagnézy pomocou molekularno-genetického
vySetrenia s moznostou prenatalnej diagnostiky.

K detekcii po¢tu kopii génu PMP22 (CMT1A duplikacie, HNPP delécie), vyuzivame
subor 16 mikrosatelitnych markérov pomocou kvantitativnej fluorescenénej PCR
s naslednou fragmenta¢nou analyzou na automatickom sekvenatore ABI Prism 310.
Subezne s touto metdédou vyuzivame k detekcii poctu képii aj metddu kvantitativnej
real-time PCR pomocou $pecifickych TagMan sond a najnovSie zavadzame rutinne
ako verifikaCnu metédu - MLPA (Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification).
Pokial sa nepotvrdi tato najCastejSia porucha, nasleduje vySetrenie ostatnych typov
CMT - zamerané na detekciu mutacii u dalSich génov, ktorych porucha vedie k
vzniku dediénych neuropatii a to pomocou sekvenacnej analyzy (PMP22, MPZ,
GDAP1, Connexin 32, MFN2, HSP22, HSP27, NDRG1, SPTLC1, RAB7, SIMPLE).

V poslednom obdobi doSlo k narastu poctu prenatalnych vySetreni u jednotlivych
typov ochoreni CMT, €o pred niekofkymi rokmi nebolo natolko aktualne ako dnes.
Vdaka pokrokom v molekularnej biolégii sa budeme aj nadalej snazit zdokonalit
rutinnu molekularno-geneticku diagnostiku zavedenim dalSich metéd umozrujucich
detekciu genetickych poruch u dediénych neuropatii Charcot-Marie-Tooth.

KluCové slova: dedi¢né neuropatie Charcot-Marie-Tooth, molekularno-geneticka
diagnostika, detekcia mutacii

-13-


mailto:jana.sabova@lfmotol.cuni.cz

Mgr. Hana Slavikova

P&R LAB a.s.

Laboratof molekularni biologie
Divadelni 2174

741 01 Novy JiCin

tel.: +420 556 794 230
e-mail: hana.slavikova@onkologickecentrum.cz

Zajimavé pripady Marfanova syndromu z pohledu molekularni biologie

Slavikova H., Prasova E., Puchmajerova A., Baxova A., Subrt |.
P&R LAB a.s., Laboratof molekularni biologie, Novy Ji€in

Marfaniv syndrom je autozomalné dominantni onemocnéni pojivovych tkani s
prevalenci 1:10 000. Tento syndrom je Ffazen do skupiny onemocnhéni tzv.
fibrilinopatie (spolu s MASS syndromem, Ectopia Lentis). Pfi¢inou Marfanova
syndromu jsou mutace v genu FBN1 (93%), TGFBR2 a FBN2. Gen FBN1 kdduje
protein fibrilin, jez je souc€asti mikrofibril pojivovych tkani. Projevy tohoto
postizeni kardiovaskularniho systému, pfi¢emz nejCastéjsi pfi€inou umrti pacientu je
akutni disekce aorty. Vyskytuje se typické postizeni okularniho systému a
skeletalniho systému oznacované jako marfanoidni habitus.

V nasi laboratofi provadime screening geni FBN1 A TGFBR2. K detekci velkych
deleci ¢i inzerci vgenu FBN1 vyuzivame metodu MLPA (Multiplex Ligation-
Dependent Probe Amplification). Molekularni analyzu gend FBN1 a TGFBR2
provadime metodou SSCP (Single Strand Comfomation Polymorphism) s naslednou
identifikaci nalezené konfirmacni zmény pomoci sekvenaci.

Z laboratorni praxe zafazujeme tfi zajimavé pfipady pacientl z hlediska molekularni
diagnostiky. V prvnim pfipadé se jedna o vzacnou neonatalni formu Marfanova
syndromu. Druhy pfipad popisuje nahodné odhaleni ojedinélého vyskytu dvou typu
mutaci vgenu FBN1 u jednoho pacienta a jeho rodiny. Ve tfeti kazuistice se
zabyvame problematikou alternativniho splicingu.

-14 -


mailto:hana.slavikova@onkologickecentrum.cz

MUDr. Frantisek Musil

BioLab s.r.o.
Nadrazni 844
339 01 Klatovy 3

tel.: +420 376 322 081
e-mail: musil@biolab-kt.cz

Vzacna kombinace polymorfismi CYP2C9 a VKORCH1 a jeji vliv na terapii
warfarinem — kazuistika.

Musil F., Sollova 1., Tukova A.,
BioLab s.r.o0., Klatovy

Kazutistika popisuje 60-letého pacienta (155 kg, 193 cm), diabetika 2. typu
S vyraznou obezitou, s ischemickou chrobou srdec¢ni s téZzkou dysfunkci levé komory,
s dilata¢ni kardiomyopatii a perzistentni fibrilaci sini.

Pacient po zahajeni antikoagulacni terapii warfarinem dosahuje po obvyklych
davkach hodnot INR 8-9 s nutnosti aplikace vitaminu K. Praktickym lékafem bylo
vysloveno podezfeni na snizenou urovefi metabolismu warfarinu na genetickém
podkladé se zvySenim citlivosti vuc€i jeho u€inkim a pozadano o provedeni
molekularné biologického vySetifeni DNA.

Metodou PCR s naslednou reverzni hybridizace na pfitomnost polymorfismu genu
cytochromu P450 varianty CYP2C9 (430 C>T a 1075 A>C) a genu vitamin
K epoxidreduktazového komplexu podjednotky 1 VKORC1 (-1639 G>A) je zavedena
v laboratofi BioLab Klatovy od konce roku 2008 (kit PGX-Thrombo StripAssay od
firmy ViennalLab Diagnostics GmbH, distribuce v CR zajistovana firmou PentaGen
s.r.o.).

Vysledkem DNA analyzy bylo zjiSténi kombinace vzacné se vyskytujici homozygotni
mutace CYP2C9 3*/3*, ktera zpusobuje vyrazné zpomaleni metabolismu aktivnéjsi
S frakce warfarinu. Dale byla prokazana homozygotni mutace VKORC1 A/A zvySuijici
senzitivitu vici ucinkim kumarinovych preparata.

Uvedené sdéleni doklada soufasny a pfedevSim budouci trend smérem
k individualizované farmakoterapii na podkladé farmakogenetickych udaja. DalSim
moznym  pfipadem je napfiklad souvislost polymorfismu genu pro
UDP-glukuronosyltransferazu 1A1 UGT1A1*28 a zvySenych nezadoucich ucinku
(leukopenie, prajmy) pfi terapii kolorektalniho karcinomu preparatem irinotecan.
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RNDr. Helena Jirfincova

NRL pro chfipku
Statni zdravotni ustav
Srobarova 48

100 42 Praha

tel.: +420 267 082 421
e-mail; h.jirincova@szu.cz

Charakteristika viru chfipky A/HIN1 Pandemic 2009 , aktualni situace ve svéte
a Vv CR. Struéné zhodnoceni metodickych pristupt k diagnostice.

JiFir]cové H., Havlickova M.
SZU Praha

Pandemicky virus chfipky ma pomérné slozity plvod, a nese v sobé segmenty
pochéazejici z americké linie vird chfipky prasat, z euroasijské linie virt chfipky prasat,
PB1 segment ze sezénniho lidskeho kmene H3N2, a nékterymi segmenty je blize ke
kmeni HIN1 z roku 1918, nez dalSi jeho dalSi prapotomek, tedy epidemicky lidsky
kmen A/ HIN1.

Dosud ziskané izolaty nesou jen ojedinéle sekvence zodpovédné za rezistenci vuci
antivirotiklim zaméfenym proti virové neuraminidaze, a mala epidemicka ohniska
téchto kmenu byla doposud zaznamenana jen vyjime¢né. Naopak, vSechny izolaty
jsou pfirozené rezistentni va¢i amantadinu/rimantadinu.

V naprosté vétSiné pfipadd nebyly u izolovanych kmenl zjistény sekvence
zodpovédné za zvySenou patogenicitu, Ci virulenci.

Na zakladé dosavadnich znalosti, vSak tento virus ani nenese pfilis mnoho znaku,
které jsou urlujici pro snadny pFenos v lidské populaci. Svymi genetickymi
prfedpoklady se jevi jako virus ptaci, pfipadné prasecCi, coZz ovSem neznamena nic
jiného, Ze je tfeba pfehodnotit dosavadni hypotézy.

Do 17.12. bylo v Praze v NRL pro chfipku vySetfeno celkem 3042 osob, z nichZ bylo
1 218 pacientl pozitivnich, 411 bylo hospitalizovanych, z toho 42 na JIP &i ARO.

Ve Ctyfech pfipadech bylo potvrzeno, Ze se jedna o chfipku A lidského plvodu (v
jednom pfipadé import z Mexika).

V CR do konce zafi $lo v naprosté vétsing pfipad(i bylo onemocnéni lehké, pouze
v jednom pfipadé bylo vazné s nutnosti hospitalizace, kdy byl pacient t€Zzce dusny,
trpél vysokymi horeCkami a doSlo k rozvoji intersticiarni pneumonie. Od nastupu
chladnych dnu a zvySeni nemocnosti na ARI/ILI dochazi ke zvySeni poltu umrti,
nejCastéji na virovou pneumonii. Ve vétSiné pfipadld vaznych onemocnéni se jednalo
o pacienty, ktefi trpéli jinym chronickym onemocnénim (nadorovych,
kardiovaskularnim, extrémni obezitou), rovnéz byly zaznamenany pfipady komplikaci
v téhotenstvi.
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165 pacientu bylo I1é€eno antivirotiky, z nichz pouze 4 Relenzou.

Dale bude prezentovano:

e Stru¢né zhodnoceni jednotlivych metodickych pfistupl k diagnostice (ELISA
detekce antigenu, ,near patient testy, real time PCR, zku$enosti s izolaci
viru), WHO metodicka a bezpecnostni opatfeni,

e Dulezité aspekty pro uspésny prikaz viru, pfehled vysledki serologického
vySetfeni ¢asti pacientu.

e Prehled konfirmovanych pfipadl v souvislosti s epidemiologickou a klinickou
anamnézou a vékem.

e Aktudlni situace ve svéte,m nemocnost, zachyt dulezitych mutaci, pocet
zavaznych ¢i fatalnich onemocnéni.
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Mgr. Jakub Mrazek

Zdravotni ustav se sidlem v Ostravé
Centrum Klinickych laboratofi

Odd. molekularni biologie
Partyzanské nam. 7

702 00 Ostrava

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

A(H1N1) 2009 - komplexni virologicka diagnostika

Mrazek J., Lazarova Z., Januska J., Kloudova A.
Zdravotni ustav se sidlem v Ostravé, Centrum klinickych laboratofi

V dubnu roku 2009 byl v USA a Mexiku poprvé detekovan novy chfipkovy virus
pfenosny mezi lidmi vykazujici genové segmenty podobné prase€im virim chfipky.
Béhem nékolika malo tydnu se virus roz$ifil do mnoha zemi na celém svété a vyvolal
tak prvni chfipkovou pandemii 21.stoleti.

30. dubna zvefejnilo WHO ve spolupraci s CDC protokol pro prikaz tohoto nového
viru chfipky metodou real-time PCR. VyuZiti této metody umoziiuje poprve v historii
lidstva velmi podrobné (a s napétim) sledovat pribéh pandemie chfipky v ,realném
Case”“.

V prubéhu kvétna 2009 nase laboratof odzkousSela ve spolupraci s NRL pro chfipku
zvefejnénou metodiku priukazu RNA pandemické chfipky A(H1N1)2009 a zahajila
rutinni diagnostiku tohoto onemocnéni pro Moravu. Spole¢né s touto molekularné
biologickou diagnostikou je provadéna také klasicka virologicka diagnostika
zahrnujici kultivaci viru na bunécnych kulturach MDCK, hemaglutinacni test pro
prukaz agens a prukaz protilatek komplement fixacni reakci. Nase pracovisté
disponuje také elektronovou mikroskopii.

Od kvétna 2009 do konce listopadu 2009 bylo v nasi laboratofi vySetfeno témér 650
vzorkl a zjisténo bezmala 200 pfipadl infekce virem chfipky A(H1N1)2009. V 10
pfipadech byl prokazan virus chfipky A s tim, Ze nebylo mozno urcit, zda se jedna o
sezonni chfipku, €i chfipku novou.

PCR diagnostika chfipkovych onemocnéni zaznamenava v poslednich mésicich
nebyvaly boom, zajisté také dilem medializace sou€asné probihajici pandemie. Tato
rychla a spolehliva diagnostika je vybornym nastrojem pro sledovani epidemiologické
situace pfi Sifeni tohoto viru. Pfinos této pomérné naro¢né a drahé diagnostiky pro
ucely léCby a péCe o konkrétni pacienty bude jisté pfedméte mnohych diskuzi a
otazek, na néz budeme schopni jednoznacné odpoveédét az zpétné.
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Ing. Frantisek Stumr, Ph.D.

SEDIUM s.r.o.

OKBD PKN a.s.

Laboratof molekularni biologie
Kyjevska 303

532 03 Pardubice

tel.: +420 466 650 084
e-mail: frantisek.stumr@sedium.cz

Diagnostika chripky pandemic A(H1N1) v Pardubické krajské nemocnici

Stumr F., Soudkova E., Fabianova S., Stastna I,
SEDIUM s.r.0., Laborator molekularni biologie, Pardubice

Rutinni diagnostika chfipky pandemic A(H1N1) byla v Pardubické krajské nemocnici
a.s. (PKN) zahajena 4. 11. 2009. K odbérim je nejvice pouzivana souprava Micro
Test™ M4RT®, (REMEL, USA). Nejéastéj$imi vzorky jsou stéry z hornich cest
dychacich. lzolace nukleovych kyselin je provadéna na automatickém pfristroji k
izolaci Magna Pure Compact soupravami Magna Pure Compact Nucleic Acid
Isolation Kit | (kat.€. 03 730 964 001, ROCHE, USA). K izolaci je pouzivan program
TOTAL_NA_Plasma, objem vzorku 400 ul, eluéni objem 100 ul. Amplifikace a
detekce RT-PCR je provadéna s pouzitim souprav RNA Virus Master (kat.&. 05 619
416 001) a Influenza A/H1N1 Detection Set (kat.¢. 05 977 207 001) na automatickém
pristroji Light Cycler | (ROCHE, USA).

Komplexni detekce je zaloZena na :

1. identifikaci viru chfipky A (M2)

2. identifikaci subtypu A(HLIN1) (hemaglutinin HA1)

3. identifikaci vnitfni kontroly (lidska DNA) k ovéfeni spravnosti odbéru, izolace NA,
amplifikace a detekce.

Vybrané vzorky jsou zasilany ke konfirmaci vysledkd do NRL pro chfipku, SZU

Praha. Prezentace bude dopInéna o aktualni statistické udaje — pocty vySetfenych
vzorku, vysledky detekci, pocty a vysledky konfirmaci.
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Mgr. Jakub Mrazek

Zdravotni ustav se sidlem v Ostravé
Centrum Klinickych laboratofi

Odd. molekularni biologie
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702 00 Ostrava

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

Urgentni diagnostika bakterialnich meningitid metodou PCR - 5 leté zkuSenosti

J.Mrazek!, L.Fischerova®, L.Petrousova?
Zdravotni Ustav se sidlem v Ostravé, Centrum klinickych laboratofi
2Fakultni nemocnice Ostrava, Klinika infekéniho lékafstvi

Vv s

je velmi rychly a pokud nejsou v€as rozpoznany a neni v€as zahajena cilena Iécba,
mohou koncit umrtim pacienta nebo zanechat trvalé nasledky.

Nej¢astéjSimi puvodci purulentnich meningitid jsou Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumonie, Listeria monocytogenes a Haemophilus influenzae. Pres
etiologickou pestrost jsou jejich klinické, laboratorni i morfologické projevy velmi
podobné. Proto ma pro klinika zasadni vyznam co nejrychlejSi ureni etiologického
agens, aby mohla byt v€as zahajena racionalni cilena terapie.

Klasické mikrobiologické metody, jako je latexova aglutinace pfimo u lizka pacienta
a mikroskopie, jsou sice velmi rychlé, maji vSak sva uskali. Kultivace je ponékud
zdlouhava a Casto u pacientd u nichz byla zahajena terapie, selhava. lzolace
etiologického agens ma vyznam pfedevsim pro stanoveni citlivosti na antibakterialni
latky a pro sledovani dalSich vlastnosti izolovaného kmene, eventuelné pro
epidemiologické studie.

Nase laboratof jiZ od roku 2004 provadi diagnostiku purulentnich meningitid (vSech
vySe uvedenych agens) pomoci metod PCR, které umoznuji rychly, specificky a
velmi citlivy prakaz pfitomnosti DNA daného plavodce pfimo ve vzorku likvoru €i krve.
Prvni metody byly zavedeny ve spolupraci s NRL pro meningokokové nakazy a byly
postaveny na principu nested PCR s elektroforetickou detekci produktu na
agardzovém gelu. VySetieni jednoho vzorku trvalo obvykle 7-9 hodin, vysledek byl
prakticky dostupny teprve nasledujici den po pfijeti vzorku do laboratore.
Problematicky byl prikaz S.pneumoniae, specificky produkt amplifikace bylo mozno
pozorovat také u nékterych kmenu viridujicich streptokoku.

V nasledujicich letech byla tato diagnostika postupné pfevedena do formatu real-time
PCR vyuzivajici TagMan (SmartCycler), resp. FRET (LightCycler) sondy. Pouziti
real-time PCR vyrazné zkratilo ¢as potfebny k provedeni testu. V souCasné dobé
vyuzivame také automatické izolace DNA na pfistroji QlAcube. VySetfeni jednoho
vzorku je tak mozno zkratit na 2,5 hodiny. VétSina vzork( je tak zpracovana jiz v den,
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kdy je vzorek doru€en do laboratofe (a to v€etné mimopracovnich dni). PouZitim real-
time PCR byla také zvy$ena specificita prikazu S.pneumoniae.

Od cCervence 2004 bylo v nasi laboratofi provedeno celkem 355 testl na pFitomnost
DNA N.meningitidis (37 pozitivnich), 392 testl na pfitomnost DNA S.pneumoniae (63
pozitivnich), 352 testl na pfitomnost H.influenzae (4 pozitivni) a 370 testl na
pfitomnost DNA L.monocytogenes (13 pozitivnich).

PCR diagnostika v kombinaci s klasickymi mikrobiologickymi metodami nabizi

rychlou a kvalitni diagnostiku purulentnich meningitid a vyrazné tak pfispiva
k minimalizaci nasledku téchto zavaznych stavu.

-21 -



MUDr. Lenka Petrousova

Fakultni nemocnice Ostrava
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Vyuziti PCR diagnostiky neuroinfekci v klinické praxi, kasuistiky

Petrousova L 1, Mrazek J.?, Kloudova A.?
! Klinika infekéniho lékarstvi, FN Ostrava
2 Zdravotni ustav se sidlem v Ostravé

Neuroinfekce je vzdy akutni zivot ohrozujici onemocnéni. V€asna diagnostika
puvodce a vCasné zahajeni léCby ma vliv na pribéh onemocnéni a prognézu
pacienta.

V dalSim sdéleni prezentujeme kazuistiku 3mésicniho kojence s herpetickou
meningoencefalitidou. V€asné potvrzeni etiologie onemocnéni pozitivni PCR HSVI
z likvoru a v€asna lécba acyklovirem méla vliv na dobry priabéh onemocnéni,
prestoze nezabranila vzniku herpetickych loZisek v CNS, jejich rozsah vSak
minimalizovala. Na magnetické rezonanci byl nalez posthemoragickych zmén
parietalné vpravo a mensi pozanétlivé lozisko v thalamu vlevo.

U 2. pacieta se jednalo o v€asné diagnostikovanou listeriovou meningitidu, pozitivni
PCR listeria monocytogenes z likvoru. Pacient byl v€as zalé€en ampicilinem a i pfes
zakladni diagnozu chronické lymfatické leukémie odeSel v celkové dobrém stavu
domu. 3. pacientem byl 5lety chlapec s prokazanou enterovirou meningitidou,
potvrzeni etiologie onemocnéni zkratilo dobu hospitalizace na 5 dnu a chlapec mohl
byt v celkové dobrém stavu propustén do ambulantni péce.

Ke stanoveni puvodce neuroinfekce vzdy vyuzivame nékolik laboratornich metod
soucCasné. V klinické praxi jakékoliv stanoveni plvodce je pro lékafe dulezité.
Zasadni pro léCbu neuroinfekci je stanoveni herpetické a listeriové etiologie
onemocnéni. Terapie v prvni linii nepokryva vzdy tyto puvodce. VEasné stanoveni
téchto pdvodcu umoznuje pravé PCR RozSifeni 1éEby o kauzalni terapii je pro
pacienta Zivot zachranuijici.

-22 -


mailto:lenka.petrousova@gmail.com

Ing. Dalibor Novotny, Ph.D.
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e-mail; dalibor.novotny@fnol.cz

Laboratorni aspekty urgentniho vysetiovani herpetickych vira u
hematoonkologickych pacienti

Novotny D.}, Bednafikova J.!, Rusifidkova Z.2, Raida L.?, Bartkova M.%, Zrnikova L.
'0ddéleni klinické biochemie a imunogenetiky, Fakultni nemocnice Olomouc
“Hematoonkologicka klinika Lékarské fakulty UP Olomouc a Fakultni nemocnice
Olomouc

Herpetické infekce mohou predstavovat zavaznou komplikaci u tézce
imunokompromitovanych pacientt, zejména pak infekce vyvolané cytomegalovirem a
virem Epstein-Baarové. Jejich monitorovani proto musi probihat v ¢asovych
intervalech zajistujicich v€asnou a rychlou Kklinickou intervenci. VySetfovanim
nukleovych kyselin (CMV DNA a EBV DNA) metodou PCR v realném Case Ize zaijistit
nejen pozadavek v€asného dodani vysledku, ale i vysokou citlivost a specificnost
analytického postupu. V postanalytické fazi vySetfeni se jistym problémem jevi
interpretace ,pozitivnich® nalezu v oblasti meze stanovitelnosti pouzité metody.

Pfednaska popisuje portfolio vySetfeni a metodologii pouZivanou pro vysSetfovani
DNA herpetickych virdt na OKB FN Olomouc, podava prehled poctu vySetfeni
provedenych vroce 2009 u pacientl Hematoonkologické kliniky FN Olomouc a
diskutuje analyzy s obtiznou interpretaci laboratorniho nalezu.

V zavéru je zminén osobni nazor autora k nezbytné mife informaci o pouzitém

vySetfovacim postupu sdilenych laboratornimi pracovniky na strané jedné a
klinickymi pracovniky na strané druhé.
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Herpetické infekcie u hematoonkologickych pacientov — klinicky pohlad

Rusifiakova Z.', Raida L.!, Novotny D.?, Bednafikova J.?, Bartkova M.?, Indrak K.
'Hemato-onkologicka klinika Lékarské fakulty UP Olomouc a Fakultni nemocnice
Olomouc

20ddéleni klinické biochemie a imunogenetiky, Fakultni nemocnice Olomouc

Herpetické infekcie predstavuju jednu zo zavaznych komplikacii lieCby
hematologickych ochoreni. Dominantne postihuju pacientov po alogénnej
transplantacii krvotvornych buniek (najvacsSim rizikom su seronegativni prijemci
seropozitivnino Stépu), ale ohrozeni su aj pacienti s chronickou lymfocytovou
leukémiou a lieCeni purinovymi analogmi, alemtuzumabom, imunosupresivami a
v mensej miere i kortikoidmi. Obecne su rizikovi vSetci s alterovanou bunkovou
zloZkou imunitného systému ( nizke hodnoty CD 4+ lymfocytov). Infekcie vyvolané
virusmi HSV 1, 2, VZV a HHV-6 maju zvacsa relativne benigny priebeh. Najvacsie
riziko pre pacientov predstavuju infekcie vyvolané cytomegalovirusom a EBV
asociované lymfoproliferacie/ potransplantacné lymfoproliferacie, ktoré su spojené
s vysokou mortalitou.

Diagnostika tychto stavov je znaCne problematicka. Klinicky obraz moze byt vefmi
variabilny . Vyznam serologickych metdd je u pacientov s poruchou tvorby protilatok
po chemoterapeutickej lieCbe znaCne obmedzeny a k rekonstitucii protilatkovej
odpovede pacientov po transplantacii dochadza az po relativne dihej dobe, zatial ¢o
vyskyt napr. CMV choroby je dominantne viazany na prvych 6 mesiacov po
transplantacii. Izolacia a priama kultivacia virusu v tkanivovych kulturach je proces
velmi zdihavy tak ako aj histologické a imunohistochemické vy$etrenie postihnutych
tkaniv. DalSou moZnostou je stanovenie antigénu pp 65. Vyznamne postavenie
v poslednych rokoch ziskala priama detekcia patogéna pomocou PCR metodiky z
krvi, likvoru €i bronchoalveolarnej tekutiny. Vyhodou tejto metddy je jej senzitivita,
relativna jednoduchost, a hlavne rychla dostupnost vysledku . Ur€itym problémom je
hranica pozitivity vySetrenia ( hlavne v pripade EBV, kde sa Standardne preemtivna
lieCba zahajuje pri titry PCR EBV > 1000 GE/1 ml plazmy), kedZe aj u zdravej
populacie dochadza k ob¢asnej virémii bez klinického korelatu. Preemtivna lieCba (
zahajenie terapie u pacientov, ktori nemaju klinické prejavy infekcie, ale virus je
u nich detekovany ) sa dnes vzhfadom k vysokej mortalite ochoreni Standardne
zauzivala. Z antivirotik sa preemptivne dominatne pouziva gancyklovir,
valgancyklovir pfi cytopénii foskarnet. Preemptivna lieCba EBV infekcie zahffia
aplikaciu rituximabu. Tymto sp6sobom sme schopni znizit vyskyt CMV choroby di
EBV asociovanej lymfoproliferacie.
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Ugelom tejto prednasky je prezentovat na priklade diagnostiky a lieSby nasich
pacientov nutnost’ uzkej spoluprace klinického pracovista a laboratérneho centra a
poukazat na uskalia klinickej interpretacia laboratornych vysledkov.
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Vyvoj rychlé metody detekce Bordetella pertussis a B. parapertussis s vyuzitim
v klinické mikrobiologii

Ing. Anette Tizolova’ ?, Ing. lvana Melenova Ph.D. !, MUDr. Blanka Horova, prof. Ing.
Katefina Demnerova CSc.!

'Ustav biochemie a mikrobiologie VSCHT, Praha,

20ddéleni klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice Na Bulovce.

Gram negativni bakterie Bordetella pertussis a B. parapertussis z Celedi
Alcaligenaceae jsou puvodci pertuse (zname také jako Cerny kaSel) a parapertuse,
onemocnéni velmi zavazného, kdyz postihne déti v kojeneckém véku. Obé
onemocnéni byla pokladana za vymycena diky rozsahlym ockovacim planim.
V posledni dobé se onemocnéni znovu objevuje a to ve skupiné jesté neoCkovanych
kojencl a dospivajici mladeze. Hlavni pfi¢inou mize byt nedostateCny ochranny
efekt oCkovani a narustajici cestovni ruch ze zemi, kde neni vakcinace zcela bézna.
Duvodem pro vyvoj rychlé metody je zejména senzitivita standardni kultivaéni
metody. Drobné a pomalu rostouci kolonie bordetel jsou €asto utlaeny fyziologickou
florou dutiny ustni i pfes antibiotika pfidavana do kultivacniho média. Kultivace trva tfi
az sedm dni. Celkové, tato metoda ma nizkou uc€innost a je velmi zdlouhava.
Nanestésti je velmi podstatné rozpoznat pfi€inné agens v€as. Antibiotika jsou
schopna zmirnit a zkratit praibéh onemocnéni pouze tehdy, jsou-li podana v prvni fazi
onemocnéni. V pokroCilém stadiu onemocnéni jiz neni mozné jeho délku a pribéh
ovlivnit jakoukoli IéCbou.

Detekce je zaloZena na ,end-point® polymerasové fetézové reakci. Pro detekci B.
pertussis byla pouzita inseréni sekvence 1S481 a sekvence pro pertusovy toxin pro
potvrzeni. Inseréni sekvence ma vysSi citlivost, ale nachazi se i v genomu B.
holmesii. Pro detekci B. parapertussis byla vybrana inseréni sekvence 1S1001, ktera
neni nalézana u jinych druhu. Jako inhibiéni kontrola byl vybran gen pro lidsky beta-
globin. Konecna detekce je horizontalni agarosovou elektroforesou. Vyvijena metoda
je tedy schopna rozlidit B. pertussis a B. parapertussis v jediném reakénim kroku.
Takto jsou splnény naroky na rychlou, jednoduchou a spolehlivou metodu pro rutinni
mikrobiologickou laboratof.
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Detekce Chlamydia trachomatis ve vytérech ze spojivkového vaku pomoci PCR

Kristek J. !, Studeny P.?, Dédkova B.? Sinovska L., Hogkova J.*
'Karlovarské imunologické centrum, s.r.o.,
’Karlovarska krajska nemocnice, a.s., o¢ni odd. Sokolov

Chlamydia trachomatis je patogen, zodpovédny za fadu onemocnéni urogenitalniho
systému. Kromé toho, zpUsobuje fadu zavaznych o¢nich onemocnéni :

- v rozvojovych zemich - mimo jiné, v disledku Spatné hygieny zpUsobuje trachom,
ktery vede ke slepoté.

- ve vyspélych zemich vyvolava inkluzni konjunktivitidu dospélych a opthalmia
neonatorum u déti infikovanych matkou pfi porodu- purulentni zanét spojivek, ktery
pokud neni [é€eny muze vést ke slepoté.

Laboratorni diagnostika je zaloZzena na nepfimém prikazu specifickych protilatek a
na pfimém prikazu patogena. Z metod umoznujicich pfimy prikaz patogena ma
nejvyssi senzitivitu a specificitu PCR a proto jsme tuto metodu pouzili k detekci
Chlamydia trachomatis u pacientl s inklusni konjunktivitidou.

Bylo vySetfeno 115 pacientu s klinickymi pfiznaky inklusni konjunktivitidy. Kontrolni
skupinu pfedstavovalo 29 zdravych osob, bez zjevnych pfiznakd konjunktivitidy. U
pacientl a kontrolnich osob byl proveden vytér ze spojivkového vaku tamponem,
ktery byl zanofen do odbérového média. Z téchto vzorkd byla izolovana DNA podle
Bergmana et. al. 2002. Pro detekci C. trachomatis jsme vyvinuli vlastni in house
metodu. Finalni produkt cca 245 bp. byl detekovan ELFO v 2% agar6zovém gelu
s vizualizaci Ethidium bromidem v UV oblasti. Citlivost detekce dle kontrolnich vzorku
Q.C.M.D. se pohybovala kolem 5 kopii v 1 ml vzorku.

Ze 115 vySetfenych pacientl jsme DNA C. trachomatis detekovali v 61 vzorcich., coz
predstavuje 61% . Na zakladé téchto vysledkl mizeme uzavrit, ze C. trachomatis je
hlavnim patogenem v pfipadé inklusni konjunktivitidy. Vzhledem k tomu, Ze DNA C.
trachomatis byla rovnéz prokazana i u 4 bezpfiznakovych jedincl bude nutné
kvantitativné stanovit minimalni pocet chlamydii, ktery muize vyvolat zanétlivé
onemocnéni oci.
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Molekularni detekce syfilis: PCR diagnostika, typizace a detekce makrolidové
rezistence u Treponema pallidum

Pospisilova P., Smajs D.
Biologicky ustav, Lékafska fakulta, Masarykova Univerzita, Brno

Zlaty standard diagnostiky syfilis pfedstavuje serologie. Serologické reakce ovSem
neumoznuji ziskat informace uziteCné pro epidemiologicky kontext tohoto
onemocnéni. Bakterii Treponema pallidum nelze kultivovat v podminkach in vitro a
proto nelze aplikovat klasicky pfistup pro urCeni rezistence k antibiotikim.
Molekularni detekce genetického materialu plvodce syfilis stale predstavuje
nadstandardni vySetfeni zejména kvuli limitacim jejiho pouziti (nutnost ziskani
materialu obsahujiciho treponemalni DNA), nicméné tento pfistup umozriuje typizaci
klinickych izolatl a detekci stale Castéji se vyskytujici rezistence T. pallidum k
makrolidovym antibiotikim.

Primarni detekce genetického materialu T. pallidum u klinickych vzorkd zahrnovala
dvoukrokovou PCR dvou nezavislych treponemailnich lokusu (polA = TP0105 a tmpC
= TP0319). U pozitivnich vzork( byly opét dvoukrokovym PCR protokolem
amplifikovany sekvencné variabilni Useky hypotetickych geni TP0136 a TP0548 a
lokus 23S rDNA. Amplikony hypotetickych genld byly sekvencovany
dideoxynukleotidterminatorovou metodou s pomoci puavodnich amplifikacnich
a internich sekvenacnich primerd. Amplikon 23S rDNA byl podroben restrikénimu
testu Mbo II/Bsa | s cilem zjistit pfitomnost mutaci A2058G a A2059G podminujicich
rezistenci k makrolidim.

V letech 2005-2008 bylo shromazdéno 51 PCR pozitivnich klinickych vzorkd od
37 pacient( z riiznych regioni Ceské republiky. Pokud jde o typ klinického materialu,
bylo vySetfeno 37 stérl z koznich a slizni¢nich lezi, 12 vzork( pIné krve, 1 sérum a 1
mozkomiSni mok. Vysledky vySetieni jednotlivych lokusl ve vzorcich téhoz pacienta
byly ve vSech pfipadech piné shodné. Sekvence lokusi TP0136 a TP0548 ve vSech
vySetfenych izolatech byly bud' identické nebo velmi podobné pfislusSnym sekvencim
kmene SS14. Zadny z izolatt nebyl sekvenéné podobny kmeni Nichols. U 5 pacientd
se nepodafilo tyto lokusy amplifikovat nebo uspésné sekvenovat. U 26 pacientu byly
nalezeny sekvence TP0136 a TP0548 identické s kmenem SS14. U 6 pacientl byly
nalezeny ve vySetfovanych lokusech sekvence blizké kmeni SS14, pfiCemz 2 z nich
byly totozné. 22 pacientld (59,5 %) bylo infikovano kmenem T. pallidum senzitivnim
k makrolidim a 15 kmenem makrolid-rezistentnim, pficemz 8 téchto pacientd (21,6
%) neslo kmen obsahujici mutaci A2058G a 7 z nich (18,9 %) kmen s mutaci
A2059G, ktera dosud nebyla popsana. U jednoho z téchto pacientl bylo
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zaznamenano selhani 1é€by makrolidovym preparatem obsahujicim spiramycin. Pro
novy typovaci systém byla navrZzena kombinace lokust TP0136 a TP0548 s lokusem
makrolidové rezistence.

Zavedli jsme novy typovaci systém s diskriminacni schopnosti 8 subtypt u vzorkl od
32 pacientu. Ziskané vysledky dale naznacuji, Zze geneticky kddovana rezistence k
makrolidim je u syfilis v Ceské republice relativné &asta (36,4 %). Tato vysoka
pravdépodobnost selhani 1éEby makrolidy zddrazriuje nutnost nasledné kontroly
uspésnosti IéCby u pacientu se syfilis.

Podporovano granty IGA MZ CR &. NR/8967-4/2006 a GACR &. 310/07/0321.
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Zavedeni automatické izolace RNA pomoci zarizeni Magna Pure Compact pro
stanoveni virové naloze HCV pristrojem COBAS TagMan

Stika J. BIO-PLUS, spol. s r.0., Brno

Uvod:

Pro pfistroj COBAS TagMan 48 (Roche) je validovana souprava COBAS TagMan
HCV Test (Roche) v kombinaci s manualni izolaci nukleovych kyselin systémem High
Pure (Roche), nebo s automatickou izolaci na zafizeni AmpliPrep (Roche).
AmpliPrep v8ak neni vhodny pro stfedné velké a menSi laboratofe. Také témto
laboratofim by automaticka izolace vyrazné usnadnila praci, usetfila Cas a pfinesla
veétsi spolehlivost a pfesnost. Z tohoto dlivodu jsme srovnavali ucinnost izolace na
automatu MagNA Pure Compact (Roche) s vy$e uvedenou manualni izolaci.

Metody:

Citlivost byla srovnavana pomoci pozitivniho vzorku, ze kterého byly fedénim
negativnim sérem pfipraveny vzorky o koncentraci na hranici detekce testu. Z téchto
vzorkd byla pomoci obou izolaci paralelné izolovana RNA a spole¢né detekovana
pfitomnost RNA HCV prostifednictvim COBAS TagMan. Kvalitativni hodnoceni po
obou izolacich bylo srovnavano na $esti¢lenné fedici fadé o koncentraci 10° — 10°
lU/ml.

Vysledky:

PFi hodnoceni citlivosti jsme v 5 pokusech vyhodnotili 19 vzorkd. Po manualni izolaci
bylo 6 vzorkl pozitivnich, po automatické izolaci bylo pozitivnich 7 vzorkd. U 14
vzorkl jsme obdrzeli shodny vysledek, 2 vzorky byly pozitivni jen po manualni izolaci,
naopak 3 vzorky byly pozitivni jen po automatické izolaci. Po obou dvou izolacich
jsme obdrzeli vzajemné si odpovidajici kvantitativni vysledky v celém rozsahu fedici
fady (2 pokusy).

Zaver:

Automaticka izolace na izolacnim zafizeni MagNA Pure Compact vykazuje obdobnou
ucinnosti izolace a poskytuje srovnatelné kvantitativni vysledky jako vyrobcem
doporu€ovana izolace manualni. Automaticka izolace je navic spolehlivéjSi a
poskytuje konzistentnéjSi vysledky a je tedy mozné ji zavést do laboratorni praxe pro

detekci genomu HCV.
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Diverzita kvasiniek a plesni vo vzorkach slovenského hrozna a mustu.

Brezna B., Kuchta T.
Vyskumny ustav potravinarsky, Priemyselna 4, 82475 Bratislava, SR

Z dvoch najbeznejSich slovenskych odréd hrozna Frankovka modra a Veltlin boli
pripravené modelové vzorky ktoré pozostavali z vyluhu z hroznovych bobul, Cerstvo
lisovaného mustu, mustu po 7-10 driovej fermentacii a plne fermentovaného mustu
po filtracii. S ciefom skumat zastupenie eukaryotickych mikroorganizmov
nekultivacnou metdédou bola z tychto vzoriek izolovana DNA, ktora sa pouzila ako
templat v PCR s univerzalnymi primermi pre huby orientovanymi na vnutornu
medzernikovu oblast’ (Internal transcribed spacer, skratka ITS) medzi génmi pre 5,8s
a 26s ribozomalnu RNA. Fluorescenéné oznacenie jedného z primerov a pouZitie
kapilarnej elektroforézy s laserovou detekciou umoznilo zistenie presnej velkosti
PCR produktov, ktord je druhovo Specificka. NajvyraznejSie PCR produkty boli
klonované a sekvenované. ldentifikacia jednotlivych PCR produktov bola doplnena
udajmi z paralelnej studie, kde sa z rovnakych vzoriek kultivovali kvasinky, priCom ich
ITS-PCR profily boli porovnané s profiimi celkovej DNA hroznovych vyluhov a
mustov. Druhové zastupenie zistené na zaklade oboch metdd pozostavalo
z Hanseniaspora uvarum, Metschnikowia pulcherrima, Metschnikowia chrysoperlae,
Candida zemplinina, Aureobasidium pullulans, Cladosporium cladosporoides,
Botryotinia (Botrytis) sp., Alternaria alternata, Saccharomyces sp. , Pichia anomala,
Pichia fermentas, Candida railenensis, Rhodosporidium (Rhodotorula) sp.,
Cryptococcus sp., Uncinula (Erysiphe) necator, Debaryomyces hansenii a
Issatchenkia terricola.
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Vyuzitie pSenice ako interného standardu pri analyze pekarskych vyrobkov
metdédou real-time PCR

Kuchta T., Vyskumny ustav potravinarsky, Priemyselna 4, 82475 Bratislava, SR

Polymerazova retazova reakcia s priebeznou fluorometriou (real-time PCR)
umoznuje analyzu potravinarskych vyrobkov z hfadiska pritomnosti rastlinnych
druhov, ¢o ma vyznam pri dokaze alergénov a pri autentifikacii potravin. Vzhladom
na principialne problémy s izolaciou DNA z potravinarskych vyrobkov a tiez na
mozné zlyhanie PCR v jednotlivych vzorkach z technickych pri€in, je potrebné vzdy
pouzivat interny Standard. Pri analyze pekarskych vyrobkov s orechovou plinkou sme
pouzili trojicu duplexnych real-time PCR, kde prvy systém bol Specificky pre vlaSské
orechy, lieskovce resp. arasSidy a ako duplexny partner sa pouZzila real-time PCR
Specificka pre pSenicu. Takéto usporiadanie preukazalo vhodnost na kontrolu
amplifikovatelnosti DNA a spravneho priebehu PCR.
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