MEDILR:  LIRERS&RES

LABORATORE

SBORNIK

8. ro¢niku odborné konference

RUTINNI ANALYZA NUKLEOVYCH KYSELIN
MOLEKULARNE BIOLOGICKYMI TECHNIKAMI

RANK 2012

1. - 2. inora 2012, hotel Zlata Stika, Pardubice

www.rank.cz




Organizacni vybor konference:

Ing. Frantisek Stumr, Ph.D.
Ing. Dalibor Novotny, Ph.D.
Ing. Jaroslava Vavrova, Ph.D.
PharmDr. Jifi Skalicky, Ph.D.
Ing. Barbara Stumrova
Alena Novotna

Odborny garant konference:

Prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc., MBA

Sbornik vydal:
Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, v.v.i.
Hudcova 70
621 00 Brno

ISBN 80-86895-27-0



MeDilLa spol. s r.o., Strossova 239, 530 03 Pardubice

Oddéleni klinické biochemie a diagnostiky,
Pardubicka krajska nemocnice a.s., Kyjevska 44, 532 03 Pardubice

Ceska spoleénost klinické biochemie CLS JEP

ODBORNA KONFERENCE

RUTINNI ANALYZA NUKLEOVYCH KYSELIN
MOLEKULARNE BIOLOGICKYMI TECHNIKAMI

RANK 2012

1.a 2. unora 2012
v prostorach hotelu Zlata Stika, Pardubice

je poradana pod zastitou MUDr. Stépanky Frarnkové,
primatorky mésta Pardubice
a

MUDr. Tomase Gottwalda,
feditele Pardubické krajské nemocnice, a.s.

odborny garant: Prof.MUDr. Tomas Zima, DrSc., MBA, UKBLD VFN Praha

Vzdélavaci akce je poradana dle Stavovského predpisu ¢é. 16 CLK

Hlavnimi sponzory konference jsou spole¢nosti

ROCHE s.r.o.
GeneProof a.s.

DalSimi sponzory jsou spole¢nosti :

Abbott Laboratories s.r.o. ASCO-MED, spol. s r.o.

BAG Health Care GmbH Bio-Consult Laboratories spol. s r.o.
BIOMEDICA CS s.r.o. DYNEX LABORATORIES s. r.o.
ELISABETH PHARMACON spol. s r.o. GeneTiCA s.r.o.

LAB MARK a.s. LABOSERV s.r.o.

LACOMED spol. s r.o. Life Technologies Czech Republic, s.r.o.

MEDISTA spol. s r.o.



PROGRAM

1. inora 2012 streda

10:00 — 12:30 Registrace
13:00 - 13:15 Zahajeni

13:15 -13:45 Uvodni sdéleni

Doc.MUDr. Stanislav PliSek, Ph.D., Klinika infekénich nemoci, LF a FN Hradec
Kralové
Skryta hrozba nebo zbyteéna panika ?

13:45 - 15:15 Problematika diagnostiky novych nebezpeénych infekci

Marejkova M.
Priikaz kmene EHEC pomoci molekularné-biologickych metod a jeho klinicky
vyznam

Mrazek J., Zelena H., Cignova A., Kloudova A., Petrousova L.
Uskali laboratorni diagnostiky hantavirovych infekci

PetrouSova L., Mrazek J., Kloudova A., Zelena H.
Hantavirézy, kazuistiky nasich pacientt

Piskunova N., Trubaé& P., Simerova E., Jakubcova M., MikeSova A.
Moznosti molekularni diagnostiky enterovirovych infekci

15:15-15:30 Prestavka

15:30 - 16:30 Vyuziti detekce papillomavirt

Tachezy R., Smahelova J., Salakova M., Hamsikova E.
Kontroverze v HPV diagnostice a o¢kovani

KaSpirkova J.
Molekularné biologicka detekce HR-HPV u karcinomu hlavy a krku - nase
zkusenosti

16:30 — 16:45 Prestavka

16:45 - 18:30 Panelova diskuse

Technologické a metodické pokroky v molekularni biologii
moderuje FrantiSek Stumr

19:30 - 23:00 Spoleéensky vecer




2. Unora 2012 cétvrtek

8:30 — 9:45 Analyza humanniho genomu

Cejnova V., Wilimska M., Harmas V., Stara M., Soukupova M., Klimova A.,
Lastavkova J.
Triploidie v prenatalni diagnostice

Hodslavska V., GajdoSova P., Babjakova L., Vohnout B., Raslova K., Béday A.,
Richterova R.
Genetické aspekty familiarni hypercholesterolémie

Beranek M., Hegerova J., Drastikova M.
Prispévek k validaci preanalytické faze DNA analyzy pro ,,alternativni“
biologické materialy.

Slavkovsky R.
Profilovani transkriptomu v pribéhu hojeni praseci rany. Moznosti pouziti pro
vyvoj prostiredkud na hojeni ran.

9:45 -10:00 Prestavka
10:00 - 11:15 Nové laboratorni technologie
Kohnova |.

Praktické vyuziti techniky MALDI-TOF v mikrobiologii

Vohanka J.
Vyznam nextgen sekvenace

Kuchta T.
Jednoskumavkova vnorena polymerazova ret'azova reakcia s priebeznou
fluorometriou - metéda s potencialom zvysenej citlivosti detekcie

Hlozek P., Dendis M, Baryal A.
Vyuziti vysledkl analyz panell externi kontroly kvality (EHK) v bézné
laboratorni praxi

11:15-11:45 Posterova sekce

Sleha R., Mosio P., Lalakova L., Ufi¢afova Z., Mazurova J.
Vyskyt Mycoplasma hominis a Ureaplasma urealyticum v urogentalnim traktu
muzl a Zzen z Centra asistované reprodukce SANUS Pardubice.

Hlozek P., Dendis M., Baryal A., Bednar J.
Vliv externi kalibrace na presnost kvantitativniho stanoveni pfi vyuziti Real
Time PCR systému pro detekci viru Hepatitidy B



Pejchalova M., Kalatova M., Borovska K., Vytfasova J.
Studie riznych vlivl podilejicich se na produkci stafylokokového enterotoxinu
H (SEH)

Jahelkova R., Pejchalova M., Buncek M., Libra A.
Optimalizace reverzni transkripce pro méreni genové exprese

11:45 -12:15 Prestavka
12:15-13:45 Varia

Kristek J., Studeny P.
Priikaz DNA Chlamydia (Chlamydophila) pneumoniae v klinickém materialu
Real-Time PCR.

Konig J.
Perinatalni (kongenitalni ?! ) virové hepatitidy - atypické laboratorni nalezy

Trubag P., Piskunova N., Simerova E., Jakubcova M., MikeSova A.
Zachyt kongenitalni infekce pomoci sekvenace bakterialni 16S rRNA

Vasickova P., Kralik P., Pavlik 1. 3
Detekce a genotypizace viru hepatitidy E u lidi a zvirat v Ceské republice

Slany M.

Kultivacné nezavisla detekce Mycobacterium marinum jako pavodce koznich
infekci u lidi

13:45-14:00 Zaveér



Doc. MUDr. Stanislav PliSek, Ph.D.

Klinika infekénich nemoci

Fakultni nemocnice Hradec Kralové
Sokolska 581

500 05 Hradec Kralové

tel: +420 495 833 953
e-mail: pliseks@fnhk.cz

Vysoce nakazlivé nadkazy z pohledu klinika
Plisek S.", Szanyi J.", Pliskova L.

! Klinika infekénich nemoci, FN Hradec Kralove
2 Ustav klinické biochemie a diagnostiky, FN Hradec Kralové

Vlivem svobodné moznosti cestovani se i v nasich podminkach mazeme setkat s vysoce nakazlivymi
nadkazami (VNN) jako s importem z oblasti jejich endemického vyskytu. Dal$i moZnosti, ne Cisté
teoretickou, jsou Uvahy o mozném zneuZiti biologickych zbrani, které dostaly redlnou podobu po
teroristickych utocich na mésta v USA 11. zafi 2001. Zdravotnici ve vyspélych statech svéta si jsou
védomi nebezpedi zavleCeni VNN do ,normalni“ populace. Jsou pfipravovany systémy detekce a
identifikace jednotlivych patogend. Je snaha vytvofit integrované zachranné systémy, vychazejici
z rznych krizovych plant. V nasich podminkach CR jde o eventuélni aktivaci vojenského zafizeni
Centra biologické ochrany v Téchoniné. Prakticky dopad zavleCeni VNN je stale obtizné
odhadnutelny.



Ing. Monika Marejkova

NRL pro E. coli a shigely 3.Lékarska fakulta UK v Praze
Centrum epidemiologie a mikrobiologie Ruska 87
Statni zdravotni ustav 100 00 Praha 10

Srobarova 48
100 42 Praha

tel: +420 267 082 223
e-mail: monmarej@szu.cz

Prikaz kmene EHEC pomoci molekularné-biologickych metod a jeho klinicky vyznam
Marejkova M.

NRL pro E. coli a shigely, Centrum epidemiologie a mikrobiologie, SZU Praha

Enterohemoragické kmeny Escherichia coli (EHEC), pro ¢lovéka vysoce virulentni podskupina
shiga/verotoxigennich  E.coli (STEC/VTEC), patfi knejzavaznéjS§im patogenim z Celedi
Enterobacteriaceae. Jsou puvodci hemoragickych i nekrvavych prijmi a hemolyticko-uremického
syndromu (HUS), v nékterych tézkych pfipadech i s fatalnim koncem. Hlavnim faktorem virulence
téchto kmenl jsou cytotoxiny, zvané Shiga toxiny. Existuji dva antigennich typy, které se déli do
nékolika subtypl, znich jenom ¢ast je spojena se schopnosti vyvolat HUS. Nejvyznamnéjsi
séroskupiny EHEC uvadéné ve svétové literatufe jsou 0157 a dale 026, 0103, 0111, 0145, 091,

0113, 0121.

V kvétnu az v Cervenci tr. probéhla v Némecku velka epidemie (téméf 4000 pfipadl), vyvolana
enteroagregativni-enterohemoragickou E. coli (EAHEC) O104:H4.

V NRL pro E. coli a shigely se vénujeme detekci genli kédujicich Shiga toxiny a dalsi faktory virulence
(eae, EHEC-hly atd.) u supspektnich kmenti EHEC pomoci PCR od roku 2006. Dale vyuzivame
metody PCR-RFLP ke zjisténi bi¢ikového antigenu u nepohyblivych kment E. coli. Metodou PCR také
provadime priikaz genu kédujicich lipopolysacharid nej¢astéjSich séroskupin EHEC.

Zasilané kmeny jsou izolovany od pacientd s diagnézou prijem/krvavy prijem/HUS. NejCastéji se
jedna o déti vrozmezi od 0 do 5 let véku. Vazné onemocnéni HUS bylo pediatry diagnostikovano
témér u poloviny pacient(l. V jednom pfipadé se jednalo o importovanou nakazu u 62leté pacientky -
americké turistky, ktera se infikovala epidemickym kmenem EAHEC 0104:H4 pfi pobytu v severnim
Némecku.

| v Ceské republice jsou kmeny EHEC popisovany jako pfiéina zavazného onemocnéni HUS a
hemoragickych kolitid. V nasem souboru mame zaznamenany pfipad tézkého pribéhu této infekce u
dvouleté divky, ktery skonc&il umrtim pacientky. Pivodcem byl kmen EHEC O26:H11 s produkci Stx 2.
VEasna detekce genu kédujicich Shiga toxiny ma zasadni vyznam pro v€asné stanoveni diagnozy a
nasazeni vhodné terapie.

Autofi dékuji doc. Martiné Bielaszewské, z Institut fir Hygiene Universitat Minster, Némecko, za
vSestrannou nezistnou pomoc pfi feSeni této problematiky. Pani Milusi Vasakové patfi dik za
technickou asistenci.



Mgr. Jakub Mrazek

Zdravotni ustav se sidlem v Ostravée
Centrum klinickych laboratofi

Odd. molekularni biologie
Partyzanské nam. 7

702 00 Ostrava
tel: +420 596 200 266
e-mail: jakub.mrazek@zuova.cz

Uskali laboratorni diagnostiky hantavirovych infekci
Mrazek J.!, Zelena H.2, Cignova A.", Kloudova A.", Petrousova L.

! Zdravotni Ustav Ostrava, Oddéleni molekularni biologie
2 Zdravotni Ustav Ostrava, Oddéleni virologie
® Fakultni nemocnice Ostrava, Klinika infek&niho lékafstvi

Hantaviry, rod spadajici do €eledi Bunyaviridae, patfi mezi tzv. nové se objevujici (emerging) viry. Tyto
obalené viry, obsahujici jednovlaknitou RNA s negativni polaritou rozdélenou do tfi segmentd,
zpusobuji u lidi dva zavazné klinické syndromy: hemoragickou hore¢ku s renalnim syndromem
(HFRS) a hantavirovy kardiopulmonarni syndrom (HCPS). Zdrojem nakazy jsou hlodavci (rezervoar
hantavirl) a k nakaze Clovéka dochazi obvykle vdechnutim prachu kontaminovaného vymeésky
infikovanych hlodavct, pfipadné kousnutim.

Laboratorni diagnostika hantavirovych infekci je komplikovana faktem, Ze se jedna o rod zahrnuijici
celou fadu druhd hantavird, obvykle vazanych na urcitého hostitele se specifickou geografickou
vazbou. Klinicky a epidemiologicky nejvyznamnégjSimi druhy jsou Hantaan virus, Seoul virus, Dobrava
virus, Puumala virus a Saarema virus zpUsobuji rizné zavazné formy HFRS v Asii a Evropé a Sin
Nombre virus a Andes virus zpUsobujici HCPS v Americe. Sérologicka diagnostika umoznuje
potvrzeni etiologické diagndzy stanovenim specifickych IgM a 1gG protilatek v séru. Jednotlivé druhy
v8ak mohou v sérologickych testech pro velkou vzajemnou pfibuznost zkfizené reagovat. Za ucelem
druhové identifikace hantavird, i pro pfipadné epidemiologické studie, je proto vhodné vyuzit metod
molekularni biologie, pfedevsim RT-PCR a sekvenace. | zde vSak narazime na celou fadu uskali:
v€asny odbér vhodného klinického materialu (relativné kratka a nizka virémie), dodrzeni preanalytické
faze (snadna degradace virové RNA) ¢i vhodné navrzené primery (vysoka mira sekvenc¢ni variability
genomu, mozny vyskyt novych variant hantavirQ, pouziti vicenasobné degenerovanych primera).



MUDTr. Lenka Petrousova

Klinika infekéniho lékarstvi
Fakultni nemocnice Ostrava
17. listopadu 1790

708 52 Ostrava - Poruba

tel: +420 597 374 253
e-mail: lenka.petrousova@fno.cz

Hantavirozy, kazuistiky nasich pacientt
Petrousova L.", Mrazek J.2, Kloudova A.?, Zelena H.?

' Fakultni nemocnice Ostrava, Klinika infekéniho Iékafstvi
2 7dravotni Ustav Ostrava, Oddéleni molekularni biologie
® Zdravotni Gstav Ostrava, Oddéleni virologie

V naSem sdéleni prezentujeme kazuistiky 4 pacientd s hantavirézou. Rozptyl klinickych pfiznakd byl
velky od té&Zkého septického stavu s nutnosti hemodialyzy, umélé plicni ventilace az po témér
inaparentni pribéh bez renalni insuficience pouze s trombocytopénii a leukopénii. V epidemiologické
anamnéze se témeér vzdy dal vystopovat kontakt s hlodavci. Onemocnéni probéhlo jednotlivé, ani
rodinni pfislusnici, ktefi obyvali stejné prostory neonemocnéli.

V diferencialni diagnostice febrilnich stavl s klinickym obrazem gastroenteritidy, ale laboratorné s
vyraznou renalni insuficienci, ktera neodpovida stavu dehydratace, je nutné vzdy zvazovat i
hantavirovou etiologii. K diagnostice pfispiva i vyrazna trombocytopénie bez vyraznéjsi elevace
zanétlivych parametrd. K diagnostice hantavirézy vyuzivame sérologii i pfimou diagnostiku PCR.
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Ing. Natalja Piskunova, CSc.

Laboratof molekularni biologie a genetiky
Nemocnice Ceské Budé&jovice, a.s.

B. Némcové 54

370 01 Ceské Budgjovice

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

Moznosti molekularni diagnostiky enterovirovych infekci
Piskunova N., Truba¢ P., Simerova E., Jakubcova M., Mike$ova A.

Nemocnice Ceské Budé&jovice, a.s.

Enteroviry jsou jedny z nej¢astéjSich plvodclt neuroinfenkci. VEasna a pfesna detekce a identifikace
je dllezita pfi posuzovani klinického stavu pacienta a pfipadné lécby. | kdyZ vétSina aseptickych
meningitid nezplsobuje vyrazné komplikace, existuje fada zavaznych pribéhl enterovirovych
onemocnéni.

V nasi laboratofi provadime diagnostiku enterovird pomoci home made RT nested PCR a Real time
PCR pfevazné z mozkomisSnich mokd, dale z krvi, sput, stérl. Vzhledem k zavaznosti nékterych
pfipadl jsme zavedli typizaci pozitivnich nalezG EV-RNA sekvenovanim PCR produktd (Cast
5’nekddojici oblasti).

Mezi pfiblizné &tyficeti osekvenovanymi vzorky vétSinu tvofi kmeny Echovirus 30, Echovirus 9,
Coxsackie B. Podafilo se nam téz zachytit nékolik kmenl Enterovirus 71, ktery vyvolal jiz nékolik
velkych epidemii ve vychodni Evropé a v jihovychodni Asii a men&i epidemie v Severni Americe a
Evropé. Tento serotyp ma narozdil od jinych enterovird schopnost pronikat do cévniho systému
mozkového kmene, mozecku a michy, coz vede k fadé zavaznych problémd, jako jsou chaba obrna,
tremor, syndrom akutniho otoku plic a jiné.

Prezentujeme kratké kazuistiky, na kterych demonstrujeme znacnou rozmanitost klinickych pfiznakd u
nemocnych. Infekéni a epidemiologické souvislosti vzniku jednotlivych onemocnéni ¢asto mohou
unikat pozornosti, a proto je tfeba vice se vénovat pfesné laboratorni diagnostice enterovir( véetné
jejich typizace.
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RNDr. Ruth Tachezy, Ph.D.

Ustav hematologie a krevni transfuze
Oddéleni experimentalni virologie
NRL pro papillomaviry

U Nemocnice 1

128 20 Praha 2

tel: +420 221 977 222
e-mail: rutach@uhkt.cz

Kontroverze v HPV diagnostice a oékovani

Tachezy R., Smahelova J., Salakova M., Hamsikova E.

NRL pro papillomaviry, UHKT Praha

V ramci tohoto sdéleni se zaméfime na otazky tykajici se diagnostiky HPV: kdy je vhodné HPV
diagnostikovat, kdy je vhodné provadét typizaci HPV, jaké testy je mozné a vhodné pouzit, jak vybrat
vhodny test, otdzka kontroly kvality v laboratofich a obecné& spravné laboratorni praxe v pfipadé
diagnostiky HPV, detekce HPV u muzd, uhrada HPV vySetfeni od zdravotnich pojistoven.

Druha ¢ast pfednasky se bude tykat otazek souvisejicich s o€kovanim proti HPV: shrnuti nejnovéjsich

vysledkl klinickych zkouSek HPV vakcin, otazka optimalniho véku vakcinace, volba vakciny,
vakcinace jiz pohlavné ZzZijicich zen, o€kovani muzt, vakcinace po [é¢bé HPV vyvolanych onemocnéni.

-12 -



RNDr. Jana Kaspirkova

Biopticka laboratof s.r.o.
MikulaSské nam. 4

326 00 Plzen
tel: +420 737 220 433
e-mail: kaspirkova@medima.cz

Molekularné biologicka detekce HR-HPV u karcinomi hlavy a krku - nase zkusenosti
Kaspirkova J., Ondi¢ O., Martinek P.

Biopticka laboratof s.r.o., Plzer

Karcinomy hlavy a krku pfedstavuji Sestou nejcastéjsi formu malignity v celosvétovém méfitku Vétsinu
z téchto neoplazii (90%) tvori dlazdicobunééné karcinomy hlavy a krku (HNSCC) V nedavné dobé se
k dobfe znamym rizikovym faktordm vzniku HNSCC, coz je konzumace alkoholu a tabaku, pfidala
infekce HR-HPV, a to zejména u orofaryngealniho karcinomu (OPC). Mnohé vé&decké studie prokazaly
rozdilnou etiologii a epidemiologii HR-HPV asociovanych OPC a zejména diky klinicko-patologickym
odliSnostem jsou pokladany za specifickou podskupinu HNSCC. Pfestoze jsou HR-HPV asociované
HNSCC casto diagnostikované v klinicky pokrocilém stadiu (lll-1V), ve vétsiné pfipadl je prognéza
HNSCC by proto mél byt standardni soucasti patologického nalezu, nebot je dalezitym faktorem pro
klinické predikce a |é€ebnou strategii.

V bézné patologické praxi se HR-HPV ve tkani detekuje vice molekularné& biologickymi metodikami s
rozdilnymi vysledky. PFi volbé detekéniho algoritmu je tfeba brat v avahu biologickou podstatu
transformujici HPV infekce.

Nej¢astéjSim materidlem je tkan fixovana ve formalinu a zalitd do parafinového bloku, cozZ je
omezujicim faktorem vySetfeni zejména diky kvalité nukleovych kyselin v preparatu. Vé&tsina praci se
opira a kombinaci nékolika metod, nicméné standard priikazu stanoven zatim nebyl.

Na souboru 29 pacientl s HNSCC z konzultacniho fondu bioptické laboratofe je prezentovan vysledek
detekce HR-HPV pfi vyuziti nékolika molekularné biologickych technik. Jedna se o prikaz HR-HPV
DNA pomoci PCR, se zaméfenim na detekci cilenou do rlznych oblasti genomu HPV, uréeni
transkripéni aktivity onkogend priikazem specifické mRNA metodou RT- PCR a imunohistochemicky
prikaz exprese p16. Prezentovany jsou i pfipady velmi vzacnych tumord HNSCC, u kterych je
etiologie neznama.
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Mgr. Vlasta Cejnova

Oddéleni lékarské 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

Triploidie v prenatalni diagnostice

Cejnova V., Wilimska M., Harma$ V., Stara M., Soukupova M., Klimova A., Lastivkova J.

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

Triploidie patfi k nej¢astéjS§im chromozomalnim aberacim u spontanné potracenych plodd v prvnim
trimestru gravidity. Plody jsou zpravidla téZce malformované a postizené mnoho&etnymi abnormalitami
vnitfnich organd. V somatickych burikach jsou pfitomny tfi haploidni sady chromozomd. Nadpocetna
sada chromozom( muze byt otcovska (dispermie, diandrie) nebo matefska (digynie). Vyvoj plodu i
placenty je zdvazné naruSen. V nékterych pfipadech se z triploidni zygoty plod témé&f nevyviji, ale jiz
v poCatku gravidity dochazi k abnormalni proliferaci choriovych klkd, takze placenta se zméni
V neorganizovanou masu oznacovanou jako parcialni hydatidézni mola.

Mezi charakteristické klinické znaky triploidie patfi t€zka intrauterinni ristova retardace, makrocefalie,
syndaktylie tfetiho a ¢tvrtého prstu a defekty srdce, ledvin a CNS. Vzacné se rodi jedinci, ktefi maji
triploidni buriky v mozaice s normalnimi burikami. VSichni jsou mentalné retardovani, maji napadné
syndaktylie, abnormaini genitalie (pfi karyotypu 69,XXY) a dalSi vyrazné dysmorfické znaky. Nékolik
jedincu s triploidni chromozomovou vybavou se narodilo zZivé, ale pfezivali jen velmi kratce po porodu.

K ur¢eni plvodu nadpocetné sady chromozom( byla pouzita metoda kvantitativni fluorescenéni PCR
(quantitative fluorescent PCR, QF-PCR). Tato metoda je zalozena na typizaci chromozomi
specifickymi trimerickymi a tetramerickymi nukleotidy. Tyto sekvence DNA jsou znaceny
fluorescenéné 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 kazdého jedince a dédi se z rodi¢i na potomky.

V pfednasce uvadime chromozomalni, ultrazvukovy, patologicky nalez a uréeni plavodu u tfech
pfipadu prenatalné diagnostikovanych triploidii.
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Genetické aspekty familiarni hypercholesterolémie
Hodslavska V.", Gajdosova P.%, Babjakova L.%, Vohnout B.>, Raslova K.%, Béday A.", Richterova R.

' Laboratof molekularni biologie, P&R Lab a.s., Komplexni onkologické centrum, Novy Ji¢in
2 Gendiagnostica Bratislava, s.r.o. )
® Narodné referenéné centrum pre familiarnu hyperlipoproteinemiu, SZU

Familiarni hypercholesterolémie (FH) je autozomdalné dominantni onemocnéni, projevujici se
zvy8enou hladinou LDL-cholesterolu v krevni plazmé&. Frekvence vyskytu onemocnéni v heterozygotni
form& je 1: 500 ( asi 20.000 osob v Ceské republice ) a fadi se tak k nejéast&j§im vrozenym
porucham metabolismu. Homozygotni forma je vzacna.

FH je klasifikovana dle vyvolavajici pfi€iny vedouci k poruSe katabolismu LDL cholesterolu. Nejcastéji
jde o poruchu na urovni samotného LDL receptoru, dale je za onemocnéni zodpovédna mutace
v genu pro apolipoprotein (apo) B-100 a mutace v genu pro proprotein konvertazu subtilisin/kexin 9.
Pfitomnost kauzalni mutace vede k poruse vychytavani LDL cholesterolu z krevniho fecisté, ktery se
hromadi v plazmé a poSkozuje cévy. ZvySena koncentrace cholesterolu v plazmé ma za néasledek
pfed€asnou manifestaci ischemické choroby srde¢ni, mnohdy s fatalnimi nasledky.

Diagnostika FH se opira o klinické a laboratorni vySetfeni. V rodinné anamnéze se patra po vysokém
cholesterolu, Slachovych xantomech, pfed€asné ischemické chorob& (muzi do 50 let, Zeny do 60 let
véku) a pravidelné se sleduji biochemické markery.

DNA pacientl byla izolovana z nesrazlivé krve. V prvnim kroku byla provedena genotypizace apoE a
pfima detekce mutace R3500Q v genu pro apolipoprotein B100. Cilena analyza byla provedena
metodou real-time PCR za pouziti FRET sond.

Ve druhém kroku bylo u selektovanych pacient postupné uskute¢néno vyhledavani mutaci a velkych
prestaveb v genu pro LDL receptor. Kédujici sekvence a exon-intronové oblasti LDLR genu byly po
PCR pfimo sekvenovany. Velké prestavby byly analyzovany metodou MLPA.

V tomto sdéleni popisujeme vySetfovaci algoritmus familiarni hypercholesterolemie a nasledné

budeme prezentovat vysledky molekularné genetickych analyz 144 pacientd ze Severni Moravy a ze
Slovenska.
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Prispévek k validaci preanalytické faze DNA analyzy pro ,,alternativni* biologické materialy
Beranek M., Hegerova J., Drastikova M.

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

Standardni operac¢ni protokoly v molekularné biologickych laboratofich by mély obsahovat informace o
provedené validaci preanalytické faze. Tyto informace se tykaji zejména izolace nukleovych kyselin z
fid€eji pouzivanych, tzv. ,alternativnich®, biologickych materiali, pro které vyrobce neposkytuje
izolaéni soupravy opatfené CE znackou. V na$i studii jsme se zaméfili na bukalni stéry, mocovy
sediment, nehty a vlasové kofinky, a porovnali z nich ziskanou DNA s extrakty z perifernich krevnich
bunék. Kizolaci jsme pouzili biologicky material 24 dobrovolnikl s jejich informovanym souhlasem.
DNA byla izolovana fenol-chloroformovou metodou a pomoci separacnich mikrokolonek (Qiagen).
Extrakty byly charakterizovany spektrofotometricky, fluorimetricky, elektroforeticky a z hlediska
ucinnosti nasledné PCR amplifikace. Nejvyssi koncentrace DNA obsahovaly extrakty z bunék periferni
DNA byly vyizolovany z vlasovych kofinkd (16 ng/ul; 6 ng/ul). VSechny typy extraktd mély uspokojivou
primérnou cistotu (1,7—1,9). Procentualni zastoupeni nefragmentovanych molekul klesal nasledovné:
krev (73 %) > bukalni sliznice (63 %) > moCovy sediment (31 %) > nehty (25 %) > vlasy (20 %).
Amplifikaéni G€innost pfi real-time PCR a pfi standardni PCR byla u extraktd z periferni krve,
bukalniho stéru a mocového sedimentu vysSi nez u extraktd z nehtl a vlasl. Prestoze vSechny
pouzité extrakty poskytly dostatek DNA pro molekuldrné biologicka vySetfeni, nejvhodné&jsim
walternativnim® materidlem byly buriky bukalini sliznice.

Studie byla finan&né& podpofena grantovym projektem IGA MZ CR NT11334-4/2010.
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Profilovani transkriptomu v pribéhu hojeni ran.
Slavkovsky R., Stejskalova J., Pavlik V., Kucera J., Klein P., Velebny V.

CPN spol. s r. 0., Contipro Group Holding

Hojeni ran je mimofadné slozZity proces. Zahrnuje aktivaci koagulaéniho systému, zanét, angiogenezi,
fibrogenezi, epitelizaci a maturaci jizvy. Nékolik typt bunék je zapojeno do tohoto procesu. Cilem této
prace bylo objasnéni celogenomového profilu exprese mRNA (transkriptomu) v experimentalnich
akutnich koznich ranach v €ase u prasete, které je velmi dobry model lidské fyziologie klze.

Stfed granulacni tkané anebo jizvy byl studovan ve dnech 3, 7, 14, 21, 35 a 70 po zranéni a
porovnavan s intaktni k(zi. Kazdy interval mél 4 biologicka opakovani. Analyza byla provedena
pomoci Agilent 4x44K Sus scrofa microarray-i vyrobenych na zakazku dle nejnovéjSich dostupnych
databazi ENSEMBL a NCBI RefSeq. Cipy obsahovaly 44 tis. sond pro 31 tis. transkriptd. Data byla
analyzovana pomoci softwaru Acuity 4.0 a ArrayStar 4.0.

Ukazalo se, Ze vice nez 5 tisic transkriptt signifikantné zménilo expresi vice nez 2krat v rané v 7. dni
po poranéni ve srovnani s intaktni k(izi. Tento pocet se v pozdéjSich fazich hojeni rany snizoval. Ve
fazi oteviené rany (den 3. az den 14.), byla zvySena pfitomnost produktd gend zanétlivé reakce, a to
hlavné interleukinu-8. Transkripty mRNA pro keratiny byly snizené. Ve fazi jizvy (den 21. az den 70.)
byla zvySena exprese genud mezibunééné hmoty. Byly studovany také geny spojené s angiogenezi,
které byly exprimované zejména 7. den. Tato prace navrhuje a popisuje nékolik marker(i reparace
rany, které mohou byt dale studovany cilenéjSimi jedno-markerovymi metodami jako je imunochemie,
detekce proteinu, gPCR a pod.

Znalost transkriptomu v akutni experimentalni rané u prasete poskytuje hlubsi pohled do procesl

hojeni rany, s moznosti extrapolace na hojeni lidskych ran. Znalost transkriptomu taky poskytuje
nastroj pro hodnoceni ucinku latek na hojeni ran a hodnoceni jejich efektivity.
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Praktické vyuziti techniky MALDI-TOF v mikrobiologii
Kohnova I.

Nemocnice Prostéjov

Princip:

Hmotnostni spektrometrie (MS) je fyzikalné-chemicka metoda, kterd uréuje hmotnosti atom(i, molekul
a molekulovych fragmentl po jejich pfevedeni na ionty. Pfistroj, ktery tuto metodu provadi se nazyva
hmotnostni spektrometr.

Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF byla plvodné vyvinuta v biochemickém oboru pro analyzu
peptidd a bilkovin o nizké molekulové hmotnosti (do 3 000).

Po dvou desetiletich studia se zjistilo, Zze kionizaci vzorku laserem je tfeba zajistit efektivni
a kontrolovatelny pfenos energie na vzorek a zaroven zamezit jeho tepelnému rozkladu.

Obé podminky jsou spinény v téchto pfipadech:
e Molekula rezonanéné absorbuje pfi vinové délce laseru, to znamena, Ze energie fotonl laseru
je rovna energii potfebné k vybuzeni dané molekuly a tim i k jeji ionizaci,
e Pfenos energie se déje ve velmi kratkém cCase, fadové v jednotkach aZ desitkach
nanosekund.

Jsou-li molekuly vzorku ionizovany laserem pfimo, zejména ty s vysSi molekulovou hmotnosti,
vétSinou se §tépi nezadoucim zplsobem. Proto se kionizaci laserem takovych molekul zacalo
pouzivat matrice (MALDI - matrix assisted laser desorption/ionization) v kombinaci s detektorem doby
letu (TOF time-of-flight). Detektor umozriuje zméfit dobu priletu a z ni Ize vypocitat hmotnost ¢astice.
Zkoumana latka je kokrystalyzovana v pevné matrici (kyselina skoficova), ktera je v hlubokém vakuu
ozarena kratkym laserovym pulsem o vinové délce 337 nm po dobu 3 ns, kdy dojde ke vzniku iontd
(neutralnich, kladné i zaporné nabitych) a jejich proud je usmérnén do analyzatoru doby letu.

lonizace laserem pies matrici umozriuje méfit molekulové hmotnosti vice latek v tomtéZz vzorku, coz
dosud neSlo. V méfeni ani tak nepfekazi bézné pozadi biologickych a biochemickych vzorkd jako
napfiklad soli, pufracni roztoky ¢i denaturacni €inidla.

Postup:
Malé mnozstvi Cisté bakterialni kultury narostlé na tuhém kultivaénim agaru se aplikatorem pfenese ve

velmi tenkém filmu na leSténou ocelovou destiCku a zakape se malym mnozstvim kyseliny skoficové a
necha se zaschnout. Poté se destiCka vlozi do pfistroje, navoli se nutné parametry a b&éhem nékolika
minut je znam nazev taxonu pozadovaného bakterialniho kmene. UrCeni probiha po zméfeni
bilkovinného spektra a jeho srovnani s databazi taxond, ktera je nedilnou soucasti SW pfistroje.

Zavedeni pfistroje do praxe:

V nasi laboratofi pouzivame MALDI-TOF Biotyper firmy Bruker Daltonics od 9. 11. 2010 k identifikaci
vykultivovanych bakterii. Denné provedeme pfiblizné 100 identifikaci az na uroven bakterialnich
druhu. Drfive jsme identifikovali bakterie pomoci biochemickych testl &i identifikacnich jednoduchych
metod, jejichz vysledek je znam nejdfive do 24 hodin.

Pouziti MALDI-TOF je rychlejSi, zda se i pfesnéjsi a pomineme-li pofizovaci cenu pfistroje, pak i
levnéjsi. Jedna se o prevratny vynalez pro obor mikrobiologie, ktery urCité asem nahradi slozité
biochemické identifikacni systémy. V budoucnu zajisté vSak vznikne problém s vyukou mikrobiologie
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nejen vysokoskolsky vzdélavanych pracovnikl, ale i laborantd - zejména v souvislosti s
biochemickymi identifikacnimi znaky bakterii, které jsou zatim nedilnou soucasti identifikace — napfr.
testy zkvaSovani cukrd, produkce plynu, sirovodiku, pozitivni oxidazova reakce apod., bez kterych si
rutinni mikrobiologickou praxi snad ani nelze pfedstavit.

Zaveér:

V soucasné dobé neprekonatelny identifikacni systém nejcastéjSich humanné vyznamnych bakterii
na uroven rodu i druhu, ktery je zasadnim milnikem v bakteriologii. Pfes veskera uskali, ktera jsou
spojena sjeho uzivanim, je jeho pfitomnost na mikrobiologickych pracovistich obrovskym
pfinosem.Na americkém kontinenté i v zapadni Evropé se stava naprosto rutinni sou¢asti laboratofi a
je jen otazkou C&asu, kdy tomu tak bude i u nas. Bez MALDI-TOF je prace v naSi laboratofi
nepfedstavitelna.
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Vyznam nextgen sekvenace
Vohanka J.

Roche s.r.0., Praha

Nova generace sekvenovani /nextgen sequencing/ zaziva v posledni dobé& velky rozvoj. Na jedné
strané jsme svédky narlstu kapacity a kvality sekvenovanych dat, na strané druhé nardstu pozadavki
na bioinformatické zpracovani. Vysledkem této situace je velmi Casto zmifiovany nazor, Ze
v sou€asné dobé neni nextgen sekvenace vhodna pro aplikace v rutinni molekularni laboratofi.
Pfedmétem sdé&leni proto bude ukazka hlavnich aplikaci a moZnosti praktického vyuzivani nextgen
sekvenatoru GS Junior pro diagnostiku v rutinni laboratofi a diskuse zda-li je vySe uvedeny nazor
skuteéné pravdivy.
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Jednoskimavkova vnorena polymerazova ret'azova reakcia s priebeznou fluorometriou -
metéda s potencidlom zvysSenej citlivosti detekcie

Kuchta T.

Oddelenie mikrobiolégie a molekularnej biolégie, Vyskumny Ustav potravinarsky, Bratislava

Jednoskumavkova vnorena polymerazova retazova reakcia (PCR) s priebeznou fluorometriou (single
tube nested real-time PCR) je nova metdda ktord v urcitych aplikdciach umoziuje zvySenie citlivosti
detekcie Specifickych DNA markérov, bez zvy3enia rizika kontaminacie laboratérneho prostredia.
Metdda je zaloZzena na pouZiti dvoch parov primérov v jednej reakénej skiumavke, ktorych odliSna
teplota prilnutia zabezpecuje ich aktivnost v prvej a druhej faze PCR, a 5'-nukleazovej sondy typu
TagMan. Metdda sa ukazala ako uzitocna pri vysokocitlivej detekcii patogéna Cryptosporidium parvum
a alergénnych araSidov.
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Vyuziti vysledkd analyz paneld externi kontroly kvality (EHK) v bézné laboratorni praxi
P. Hlozek', M. Dendis®, A.Baryal®

123GeneProof a.s.

V soucasnosti je jiz béZnou praxi pouziti panelll externi kontroly kvality, jako uzite€ného nastroje pro
mezilaboratorni srovnani urovné kvality prace jednotlivych klinickych laboratofi.

Na poli molekularni mikrobiologie vyuzivajici DNA/RNA amplifikaCni techniky je dnes k dispozici
nékolik standardizovanych EHK paneld od tuzemskych i zahrani¢nich dodavatell. Mezi
nejvyznamné&jsi a v Ceské republice nejvice pouzivané patii panely SZU, INSTAND a QCMD. Kvalita
vSech zminénych panelu je na dobré Urovni stran kompozice a mnozstvi vzorkd uréenych pro validace
jednotlivych PCR technik. VySe uvedené panely se ovSem li§i v ¢asti ur€ené analyze dodavanych
vysledkl napfi¢ celym spektrem zucastnénych laboratofi.

V laboratofich GeneProof se zaméfujeme predevsim na hodnoceni paneld QCMD ve vztahu k nasim
PCR kitam. Na zakladé podrobnych analyz téchto panelll jsme zjistili, Ze nemusi slouzit pouze pro
,prosté“ srovnani uspésnosti laboratofe s ostatnimi, ale zaroveri nam mohou dat pfimy navod
k napravé vlastnich laboratornich postupl ve chvili, kdy vysledky naseho hodnoceni nejsou ve
srovnani s ostatnimi idealni.

Na zakladé naSich poznatkl s hodnocenim QCMD panell jsme vytvofili postup pribézné kontroly (a
pfipadné napravy) kvality v celém diagnostickém procesu vyuzivajicim PCR techniky.
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Prikaz DNA Chlamydia (Chlamydophila) pneumoniae v klinickém materialu Real-Time PCR
Kristek J.", Studeny P.?

! Karlovarské imunologické centrum, s.r.o.
?Karlovarska krajska nemocnice, a.s., ocni oddéleni

Chlamydophila pneumoniae je plvodcem zavaznych onemocnéni. U vnimavych jedinct vyvolava
zanéty hornich cest dychacich — rhinitidy, pharyngitidy, zanéty dutin a zanéty dolnich dychacich cest.
Chl. pneumoniae patfi mezi bakterie, které jsou zodpovédné za vznik atypickych pneumonii. Je
pravdépodobnou pfi¢inou vzniku endokarditid a myokarditid. Pfedpoklada se také ucast tohoto
patogena na zanétlivych procesech cév, které zvysuji riziko aterosklerézy a infarktu myokardu.

Laboratorni diagnostika infekci Chl. pneumoniae je zaloZena pfedevSim na prukazu specifickych
protilatek. Prikaz DNA, na rozdil od Chlamydia trachomatis je obtizny, nebot tyto bakterie rychle
opoustéji misto primarniho vstupu, kterym je sliznice DC. Ztohoto titulu je zachyt tohoto
mikroorganismu velmi slozity. Nicméné, pfimy pridkaz DNA ma pomérné znacnou diagnostickou
hodnotu, nebot svéd¢i o pfitomnosti tohoto patogena v lidském téle.

Pokusili jsme se proto pomoci PCR detekovat DNA Chl. pneumoniae v klinickém materialu. Vzhledem
k negativnim vysledkim pfi pouziti komerénich diagnostk jsme se rozhodli vytvofit vlastni in-house
Real-Time PCR. Tuto PCR jsme pouzili k detekci Chl. pneumoniae.

DNA Chl. pneumoniae byla izolovana z moc¢e pacientu s infekty DC, z vytéru z nasopharyngu a ze
spojivkového vaku u pacientd s konjunktivitidou. V obdobi od 1.1. 2011 do 30.9. 2011 bylo provedeno
149 vysSetfeni DNA z moce, z toho bylo zjisténo 5 pozitivnich nalezd, 34 vytérl z nasopharyngu se 3
pozitivnimi nalezy, dale 127 vytéru ze spojivkového vaku, kde byla DNA Chl. pneumoniae prokazana
u 5 pacient(.

Zavér : podafilo se prokazat v ojedinélych pfipadech Chl. pneumoniae, a to u pacientt s infekty DC a
u pacientl s konjunktivitidou. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o pomérné nizkou frekvenci zachytl, neni
mozno doporugit tuto metodu k rutinnimu prikazu infekce Chl. pneumoniae. Nicméné pozitivni zachyt
ma z klinického hlediska mimofadny vyznam a proto detekce DNA Chl. pneumoniae muze byt
uzite€na v téch pfipadech, kdy pfitomnost plivodce onemocnéni se nedafi prokazat béznymi
serologickymi metodami.
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Perinatalni (kongenitalni ?! ) virové hepatitidy - atypické laboratorni nalezy
Kénig J.

VIDIA Diagnostika, Praha

Pribéh parenteralné pfenasenych virovych hepatitid B a C, véetné laboratorni diagnostiky, prognézy a
indikace k 1éCbé, je u déti, pfedevS§im novorozencli, v mnoha ohledech odlisny od prabéhu a
diagnostiky infikovanych dospélych (Fazal). VH jsou asto fazeny mezi kongenitalné ziskané infekce,
pfestozZe jejich vertikalni pfenos neni jednoznacné prokazan a k pfenosu infekce dojde vétSinou az pfi
porodu.

U déti, které se narodily anti-HCV nebo HBsAg pozitivnim matkam, Ize infekci u novorozenéte odhalit
pouze z pfitomnosti HCV RNA, pfipadné HBV DNA. Zakladnim diagnostickym markerem VHC je
pritomnost anti HCV protilatek, ale v prvnim obdobi Zivota novorozence jsou specifické protilatky
pasivné transplacentarné ziskany od matky. Pasivné pfenesené protilatky pretrvavaji u ditéte velmi
dlouho (3-18 mésicu i déle) a nesvéd¢i pro aktivni infekci. U déti infikovanych VHB je pro ¢asnou
diagnostiku v literatufe velmi malo (dajd, ale hlavnim diagnostickym markerem aktivni infekce je opét
HBV DNA. Nevyvinuty T lymfocytarni systém u novorozencl je funkéné méné aktivni pfedevsim pro
svoji nizkou cytotoxickou aktivitu, ktera dosahuje pIné funkénosti az po pfesmyku TH2 na TH1
subpopulace lymfocytl tzn. po 4.-5. roce ditéte (Krejsek). Antigenni podnéty na pfitomné antigeny
jsou proto nedostateéné& zpracovavany a nasledkem je vznik tolerance, ktera ovliviiuje rozvoj infekce
a samoziejmé i nepfimo laboratorni diagnostiku.

U infikovanych novorozencd nedochazi z diivodu tolerance vuci virovym antigenim k aktivni tvorbé
protilatek ani k uvolnéni jaternich enzymu do krevniho obéhu a klinicky jsou asymptomaticti. Aktivni
infekci proto mizeme zjistit pouze z pritomnosti virového genomu, ktery se muze v krvi objevit az po 3
mésicich a pretrvava u ditéte do pozdéjsich obdobi. U VHC se v klinickych studiich obecné uvadi
riziko pfenosu infekce na dité od anti HCV pozitivnich matek okolo 5%. ZvySené nebezpedi je od
matek s pozitivnim nalezem HCV RNA pfipadné s koinfekci HIV. Nebyly zaznamenany pfenosy od
matek anti HCV pozitivnich a HCV RNA negativnich, které mohou pfedstavovat skupinu s velmi
nizkou replikaci HCV. K pfenosu na dité dochazi pfedeviim perinatalné pfi porodu ( intrapartum
percutaneus ) pfipadné poranénim plodu pfi intrauterinnich zakrocich. Prabé&h onemocnéni je u déti
do 5 let vétS§inou mirny, asymptomaticky.

Prestoze u déti s VHC neni jednoznacné prokazan prechod z jaterni fibrézy do cirhdzy, doporucuje
se u starsich, 4-5 letych, zvazit zahajeni 1é€by INF, pfipadné antivirotiky. U VHB je |écba déti pro
Za dobrou prevenci se povazuje docilit snizeni hladiny HCV RNA (podobné HBV DNA) u matky pred
porodem (<10exp2 Ul/ml) a pfi porodu dodrzet podobna opatieni jako pro HIV pozitivni matky. Néktefi
autofi nedoporucuji vést porod cisafskym Ffezem pro nebezpeéi poranéni ditéte, jini naopak. Na
priklad byl pozitivni pfenos HCV pozorovan u 7,5% déti pfi porodu cisaiskym fezem oproti 19,2%
pfirozenou cestou (Aniszewska).

Prevence VHB je u déti HBsAg pozitivnich matek jednodussi, protoZe Ize dité ochranit jiZ po porodu

aplikaci vakciny a hyperimunniho séra. Prfesto, pokud dojde u novorozenéte k rozvoji infekce VHB,
pfechazi do chronicity az 90% déti s vaznymi nasledky jaterniho onemocnéni v dospélosti.
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Zachyt kongenitalni infekce pomoci sekvenace bakterialni 16S rRNA
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Sekvenace bakterialni 16S rRNA je dnes jiz rutinné pouzivanou diagnostickou metodou pfi identifikaci
infekEnich agens. Jeji univerzalnost — moznost zachytu vétSiny bakterialnich DNA — je velice pfinosna
v pfipadé neznamého ¢i necekaného puvodce infekce. Volba cileného PCR vySetfeni na konkrétni
agens je velice ztizena zejména u pacientd s nejasnym ¢&i slozitym klinickym obrazem, kde
vyvolavatelem onemocnéni muze byt cela fada patogent. Amplifikace a sekvenace ¢asti podjednotky
16S rRNA se tak stava mocnym a mnohdy jedinym diagnostickym nastrojem.

V nasem pfispévku prezentujeme zajimavy zachyt u novorozence s kongenitalni infekci.
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Detekce a genotypizace viru hepatitidy E u lidi a zvifat v Ceské republice
Vasickova P., Kralik P., Pavlik I.

Vyzkumny Ustav veterinarniho Iékafstvi, v.v.i.

Soucasné epidemiologické studie charakterizuji virus hepatitidy E (HEV) jako nej¢astéjSiho plvodce
hepatitidy non-A, non-B. Epidemie jsou popisovany v rozvojovych zemich Asie, Afriky, Jizni a Stfedni
Ameriky zejména v souvislosti s fekalni kontaminaci pitné nebo uzitkové vody. Oproti tomu
v primyslovych zemich Evropy, Ameriky i Asie byl dosud zaznamenan u lidi spiSe sporadicky vyskyt
hepatitidy E. V téchto zemich mlze byt pdvod infekce spojovan s pobytem infikovanych osob
v rizikovych oblastech vyskytu HEV nebo se zoonotickym potencialem tohoto viru. Za rizikové faktory
takovychto infekci je povazovan pfimy kontakt s infikovanymi zvifaty, konzumace jejich nedostatec¢né
tepelné upraveného masa a vnitfnosti nebo mékkysu.

Taxonomicky HEV nalezi do rodu Hepevirus, ¢eledi Hepeviridae. Po porovnani dostupnych sekvenci
HEV a jejich fylogenetické analyze je rod Hepevirus zatim rozdélen do 4 hlavnich genotypu a 24
podskupin. Prokazané geografické distribuce jednotlivych genotypl, ¢i dokonce podskupin, Ize pouzit
pfi epidemiologickych a epizootologickych studiich. Zastupci genotypll 1 a 2 byli izolovani pfevazné od
lidskych pacientli béhem velkych epidemii v rozvojovych zemich; genotyp 1 v Asii a Africe, genotyp 2
nejCastéji v Mexiku a Africe. Genotyp 3 se vyskytuje ve spojitosti se sporadickymi vyskyty hepatitidy E
témér po celém svété a byl detekovan také u dalSich ZivociSnych druhu (napf. domaci i divoka prasata
a jeleni zvér). Je u néj pozorovana vyrazna genetickda podobnost zvifecich a lidskych izolatd
pochazejicich ze stejnych zemépisnych oblasti. Geograficka distribuce genotypu 4 je limitovana
zejména na zemé& Asie. Tento genotyp byl izolovan jak z humanniho klinického materialu, tak od
zvifat. Vyrazna geneticka podobnost svéd&i o zoonotickém potencialu také tohoto genotypu.

Na zakladé té&chto Gdaji v Ceské republice v souéasnosti probihaji studie, které jsou zaméfeny na
sledovani prevalence HEV u domacich i divokych zvifat, na zjisténi vyskytu genotypl a jejich
podskupin také u lidskych pacientld hepatitidou E a tak k objasnéni epidemiologickych dat o HEV na
nasem uzemi. Tyto studie potvrdily vyskyt HEV v €eskych chovech prasat domacich (37,5 %) a u
oborné chovanych prasat divokych (8,3 %, nékteré lokality az 62,5 %) a muflond (14,3 %).
Fylogeneticka analyza ziskanych zvifecich i lidskych izolatd HEV odhalila jejich spole€né zafazeni do
podskupin 3g a 3f. Vyrazna sekvencni podobnost vypovidd o mozném mezidruhovém pfenosu na
naSem Uzemi. Podskupinu 3e a 3i, ktera byla detekovana pouze u pacientl s hepatitidou E, se v
biologickych vzorcich zvitat nepodafilo v ramci CR prokéazat.

Tato prace byla provedena s podporou grantll Ministerstva zemédélstvi CR (vyzkumny zamér
MZE0002716202 a grant ¢. QH91240 Narodni agentury pro zemeédélsky vyzkum) a Ministerstva
Skolstvi, mladeze a télovychovy CR (projekt AdmireVet ¢. CZ1.05/2.1.00/01.0006-ED0006/01/01).
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Kultivaéné nezavisla detekce Mycobacterium marinum jako ptivodce koznich infekci u lidi
Slany M'., Jezek P.?, Bodnarova M.® and Pavlik I.”
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Izolace podminéné patogennich mykobakterii (PPM) z klinickych vzorkUl je v poslednich letech ¢im dal
Castéjsi. Tyto organismy prilezitostné zpusobujici infekce u lidi se volné vyskytuji v Zivotnim prostredi.
V Ceské republice je roéné hlaseno kolem 100 pfipadd potvrzenych mykobakteridlnich infekci (zdroj:
UZIS). Jako nejcastsjsi plvodci jsou izolovani: MAC (50 %), M. kansasii (20 %), M. xenopi (12 %) a
ostatni PPM (18 %, M. marinum, M. chelonae, M. fortuitum, M. malmoense aj.). Do skupiny PPM patfi
M. marinum, které je pficinou chronického progresivniho onemocnéni u ryb a nej¢astéjSim plvodcem
koZnich mykobakteriéz u lidi popisujicich kontakt s vodnim prostfedim. Klasicka diagnostika PPM
infekci je zalozena na pfimém mikroskopickém vySetfeni a kultivaci. V dnesni dobé jsou k dispozici
také molekularni nastroje umoznujici rychlejSi a presnéjsi diagnostiku PPM infekci.

V tomto sdéleni bude pfedstavena kultivacné nezavisla metoda detekce M. marinum zalozena na
druhové specifické duplexni real-time PCR (qPCR), ktera byla pouzita pro prikaz puvodce kozni
mykobakteriézy u dvou lidi. U prvniho pacienta (akvarista profesional, 60 let) byla mykobakterialni
infekce na prstu pravé ruky Spatné diagnostikovana jako revmaticka artritida, ktera byla po dobu tfi
mésicu lééena methylprednisolonem. V dulsledku této lécby doSlo kimunosupresi a vzacnému
systémovému rozSifeni infekce M. marinum. Z primarniho mista vstupu se infekce rozsifila do kloubu
a kosti prstu, déle do lokte, varlat a nadvarlat. Druhy pacient (muz 25 let) si oCistil poranéné koleno
pomoci kartacku bézné pouzivaného k odstrafiovani biofilmu v akvariu. Toto chovani vedlo ke kozni
infekci zptisobené M. marinum. Klinickym projevem infekce byly dva granulomatéznimi noduly.

Ve srovnani s Casové naroénym kultivacnim pfistupem poskytla pouzita qPCR rychlou a citlivou
detekci M. marinum. Pouzity protokol nam umoznil dokon¢it analyzu vzorkd do 6 hodin a je vhodny pro
implementaci do laboratorni diagnostiky. Dle nasSich znalosti je to prvni pfipad detekce a kvantifikace
M. marinum pfimo z infikované lidské tkané. Tento pfistup mohl byt také pfinosem pro detekci
mykobakteriéz ryb v akvakulturach, kde infekce M. marinum zplsobuji ekonomické ztraty v dusledku
uhynu ryb.

Prace byla podpofena granty Ministerstva zemédélstvi CR (MZE0002716202 a QH91240) a
Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy (“AdmireVet” CZ 1.05/2.1.00/01.0006; ED0006/01/01).
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Vyskyt Mycoplasma hominis a Ureaplasma urealyticum v urogenitalnim traktu muzda a zen
z Centra asistované reprodukce SANUS Pardubice
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Mycoplasma hominis a Ureaplasma urealyticum jsou vyznamnymi oportunné patogennimi
mikroorganismy, které zpuUsobuji patologické zmény v urogenitdlnim traktu muzd a Zzen. Jsou
spojovany také s riznymi komplikacemi v obdobi téhotenstvi, potraty i poporodnimi horeckami.
V soucasné dobé je stale ¢astéji zmifiovan i jejich negativni vliv na reprodukci.

V nasi studii jsme se zaméfili na sledovani vyskytu Mycoplasma hominis a Ureaplasma urealyticum u
par( lé¢enych v Centru asistované reprodukce SANUS Pardubice. Mykoplazmata jsme prokazovali
kultivaci na pevnych a v tekutych padach (PPLO) s obsahem argininu, mocoviny a fenolové ¢ervené.
Vysledky byly ovéfovany druhové specifickou polymerazovou fetézovou reakci. U nékterych
kmenl Mycoplasma hominis a Ureaplasma urealyticum jsme zjiStovali citlivost na antibiotika
mikrodiluéni metodou v PPLO bujonu.

Z celkového poctu 24 vySetfenych par jsme urogenitalni mykoplazmata prokazali u 11 pard (45,83
%). Mycoplasma hominis bylo detekovano u 1 (4,2 %) a Ureaplasma urealyticum u 10 (42 %)
sledovanych parQ. Pouze u jednoho paru jsme potvrdili sou¢asny vyskyt Mycoplasma hominis i
Ureaplasma urealyticum.

Prace byla realizovana za podpory granti MSM 0021627502 a SGFChT/2011.

Literatura:

1. Beeton, M. L., Chalcer, V. J., Maxwell, N. C. et al.. Concurrent titration and determination of
antibiotic resistance in Ureaplasma species with identification of novel point mutations in genes
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Vliv externi kalibrace na presnost kvantitativniho stanoveni pfi vyuziti Real Time PCR systému
pro detekci viru Hepatitidy B
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V dnedni dobé je jiz samoziejmosti vyuziti technik PCR v realném Case pro pfesné stanoveni
koncentrace nékterych patogenu v klinickém materialu. Metody se az na vyjimky zaméfuji pfedevSim
na stanoveni virové naloZe nebezpeénych agens jako jsou HBV, HCV, CMV, EBV a jiné.

Po vyfeSeni nékterych zasadnich problému provazejicich po€atky kvantitativniho stanoveni patogent
pomoci molekularné biologickych metod se do popfedi dostava samotné stanoveni pfesnosti méfeni a
systém jeho validace. Na trhu s Real Time PCR pfistroji existuje nékolik platforem umoziiujicich
takzvanou ,externi kalibraci“. A pravé systém externi kalibrace ve vztahu k pfesnosti méfeni je Casto
diskutovanym tématem.

Pro ovéfeni moznosti vyuziti externi kalibrace jsme v nasi laboratofi provedli sérii experimentl, ve
kterych byl analyzovan vysledek pfesnosti méfeni referenéniho materialu (Acrometrix, USA) za pouziti
interni a externi kalibrace. P¥i pouziti externi kalibrace jsme se zaméfili na volbu nejlepsi kalibragni
kontroly jako referen¢ni hodnoty pro tento typ kalibrace.

Vysledkem testd bylo stanoveni celkové pfesnosti a chyby méfeni pfi pouziti externi kalibrace a
nalezeni nejlepSiho postupu provedeni externi kalibrace vzhledem k celkové pfesnosti méfeni.
Vysledky testu byly potvrzeny opakovanou analyzou panelu externi kontroly kvality (QCMD, UK) pro
Hepatitidu B.

Prace byla provadéna za podpory dotacnich programu:
MPO CR ¢. FI-IM5/042
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Studie riznych vlivil podilejicich se na produkci stafylokokového enterotoxinu H (SEH)
Pejchalova M., Kalatova M., Borovska K., Motkova P., Vytfasova J.

KBBYV, FCHT, Univerzita Pardubice, Studentska 573, 532 10 Pardubice

Staphylococcus aureus patfi mezi nejuspésnéjsi lidské patogeny. Je puvodcem velkého spektra
onemocnéni, jako jsou rtzné hnisavé infekce, toxikozy a alimentarni intoxikace. Alimentarni intoxikace
mohou byt spojovany s nedavno popsanym stafylokokovym enterotoxinem H.

V této praci byla optimalizovana metoda duplex PCR, podle autor(i Martineau et al. (1) a Monday and
Bohach (2), ktera detekuje sou¢asné druhovou pfisluSnost i gen pro produkci SEH u Staphylococcus
aureus. Dale byl zkouman vliv doprovodné mikrofléry, pasazovani a vliv matrice na moznou ztratu
genu pro produkci SEH. V experimentu byly pouzity kmeny S. aureus nesouci gen pro produkci SEH.
Dale byly pouzity sbirkové kmeny Enterococcus faecalis CCM 4224, Lactococcus lactis subsp. lactis
CCM 1881, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CCM 2344, Lactobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus CCM 7190T a Streptococcus. epidermidis izolovany z klinického materialu. Bylo zjisténo,
Ze tato mikrofléra v rizném poméru neovliviiuje rist Staphylococcus aureus a tedy ani pFitomnost
genu pro produkci enterotoxinu H.

Rovnéz bylo zjisténo, Ze matrice mléka ani masa neovliviiuje rast Staphylococcus aureus a tedy ani
pritomnost genu pro produkci enterotoxinu H. Vybrané kmeny (SEH pozitivni Staphylococcus aureus)
neztratily gen seh ani po desatém preockovani.

Pro kvantifikaci stafylokokového enterotoxinu H byla vybrana Trcin-SDS-PAGE elektroforéza
kombinovana s Western blottingem a naslednym barvenim stfibrem. Tuto metodu se nam vsSak
nepodafilo zcela optimalizovat, nebot bylo zjiSténo, ze komeréné dostupny standard SEH je tvofeny
smési nékolika peptidd.

Podékovani: tato prace byla podporena projektem MSMT( MSM 0021627502), grantovou agenturou

CR (GACR203/09/0148) a projektem Univerzity Pardubic (SGS 310007).

Literatura:
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specific and ubiquitos DNA-based assays for rapid identification of Staphylococcus aureus. J. Clin.
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2. MONDAY, S. R., BOHACH G. A. Use of multiplex PCR to detect classical and newly described
pyrogenic toxin genes in staphylococcal isolates. J. Clin. Microbiol., 1999, 37 (10): 3411 — 3414.
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Optimalizace reverzni transkripce pro méreni genové exprese
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Cilem této prace byla optimalizace reverzné-transkripéni polymerazové fetézové reakce, kterd se
vyuziva pro kvantifikaci genové exprese a pro detekci specifickych mikroorganizmu.

Metodu Ize provést jednokrokové nebo dvoukrokové. PFi jednokrokovém provedeni Ize provést
reverzni transkripci (pfepis ribonukleové kyseliny RNA do komplementarni deoxyribonukleové kyseliny
cDNA pomoci enzymu reverzni transkriptdza) a naslednou analyzu pomoci polymerazové retézové
reakce PCR (amplifikace urcitého uUseku DNA) v jediné zkumavce. Tato prace se zabyva
dvoukrokovym zpracovanim, pfi kterém probiha samostatné reverzni transkripce a ve druhém kroku
se provadi polymerazova fetézova reakce. Optimalizace se tyka kroku reverzni transkripce, ve kterém
se pripravuje cDNA pfi rGdzné koncentraci nespecifickych hexamerla oligonukleotidii a dT(VN)
oligonukleotidi pouzivanych jako primery a porovnavaly se rizné komeréni reverzni transkriptazy.

Testovani primerud probihala na dvou systémech HPRT1 (hypoxantin fosforyltransferase) a B2M (p2-
microglobulin) a testovani reverznich transkriptaz jesté navic na MACF1(microtubule-actin crosslinking
factor 1).

Faculty
of Chemical Technology
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cobas® HPV Test

umozni védét vice o riziku vzniku karcinomu délozniho Cipku u VaSich pacientek

HPV genotypy 16 a 18 se spolecné podili téméf na 70 % pripadl diagnostikované rakoviny
délozniho Cipkul.

U HPV 16- a 18- pozitivnich Zen se high grade karcinom vyvine dfive2.

Zeny s norméalinimi vysledky Pap, které maji pozitivni cobas® HPV test na genotypy 16 a 18,

maji 35krat vyssi pravdépodobnost prekancerdzy nez Zeny hrHPV negativni3.

Ve studii ATHENA 1 z 10 Zen ve véku 30 let a vice, které byly pozitivné testovany cobas®
HPV testem na genotypy 16 a 18, mély ve skutec¢nosti prekancerézu, ackoliv mély
normalni test Pap4.

cobas® HPV test je jediny test, ktery specificky stanovuje HPV genotypy 16 a 18, souéasné
vykazuje ostatnich 12 vysoce rizikovych HPV typl jako sdruZeny vysledek, takze
mUzZete védét vice o riziku vzniku rakoviny déloZniho &ipku Vasi pacientky.

1. Munoz N, et al. Int J Cancer 2004; 111:278-285 3. Wright CT, et al. Am J Clin Pathol 2011; 136:578-586
2. Khan MJ, et al. J Natl Cancer Inst 2005; 97:1072-1079 4. Stoler M, et al. Am J Clin Pathol 2011; 135:000. DOI:10.1309
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rutinni laboratorni diagnostiku

#0 Humanni mikrobiologicka diagnostika M Real-time PCR

#88 Humanni geneticka diagnostika M End-point PCR
#88 Specialni diagnostika

WWW.ZENeproof.Com [ s

. 1
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BAG Health Care GmbH
Na Hlinach 555/17

BAGHATHCARE |15

E-mail: info@bag-healthcare.cz
www. bag-healthcare.cz

Firma BAG Health Care GmbH se v posledni dobé se svou PCR diagnostikou zaméftila

A%

naseho zajmu v diagnostice HLA gent.

HLA typizace — obor, v némz jiz roky patiime k Evropské Spicce
HISTO TYPE - SSP typizace HLA, roky provéfena a spolehliva metoda
HISTO SPOT® - SSO testy pro typizaci L. a II. HLA ttidy v&etné automatu MR.
SPOT® a softwaru HISTO MATCH - nejmoderngjsi systém na typizaci velkého
mnozstvi vzorkl
HLA asociace s chorobami — testy predispozice k chorobam asociovanym s HLA
typem: Celiakie, Narkolepsie, B27, BS7

BAGene — unikatni SSP typizace ¢ervenych krvinek, které umoznuji pfesnou typizaci, tam
kde nam klasické imunohematologické metody nedavaji odpoved.

Nedilnou soucasti nabidky jsou i kontrolni testy, napt. CYCLER CHECK pro kontrolu
teplotni uniformity termocyklért ¢i Wipe Test pro kontrolu HLA kontaminaci.

Spolec¢nost LABOSERV s.r.0. se zabyva obchodni a poradenskou Cinnosti v oblasti
laboratorni diagnostiky. Sortiment dodavanych produktd splfiuje vysoké naroky
na kvalitu a pokryva diagnostiku predevsim v laboratofich imunologického a
mikrobiologického zaméreni.

Dodavame PCR soupravy pro end-point a real-time molekularni
diagnostiku od spolecnosti InterLabService.

LABOSERYV s.r.o.
Hudcova 532/78b
612 00 Brno
www.laboserv.cz
www.lIshop.cz

- 306 -



CEPHEID GeneXpert"

Molekularni biologie s CE IVD certifikaci. Kompletni Real-Time PCR
laborator.

e Automatizace vsech krokii DNA/RNA diagnostiky (izolace, purifikace, RT,...) /
o Cas analyzy od odebrdni vzorku do 2 hodin /C\ .
~ Cepheid.

e Systém poskytujeme zdpujckou

A better way.

Diagnostické soupravy:

e SA/MRSA

e EV (aseptické meningitidy)

e  Streptococcus skupiny B (GBS)

e BCR-Abl (monitoring terapie leukémie)

e C(Clostridium Difficile (Toxin B, bindrni toxin, '
027/NAP1/Bl) f

e VREA/B

e  MTB/RIF

e Flupanel (A, B, HIN1)

Pro vice informaci prosim kontaktujte: BIOMEDICA CS, s.r.0, Meteor Centre Office Park,
Sokolovska 100 / 94, 186 00 Praha 8 — Karlin
www.biomedica.cz

E-mail: pavlina.kulilova@biomedica.cz

magda.navratilova@biomedica.cz tel: 283 931 485, 283 933 616

e R oo
ElexibIEsSOlutionSSisssar > c-ure: y

wuw blomedico, co. 0l

Life Technologies’ systems, consumables and services are wholly dedicated to one simple goal: improving
the human condition. We manufacture both molecular diagnostic and research use only products to advance
the fields of discovery and translational research, molecular medicine, stem cell-based therapies, food safety
and animal health, as well as 21st century forensics.

All our products on one website: www.lifetechnologies.com

S oM appt i Sy
invitrogen™ |~ \ ‘novex® molecular

Life Technologies Czech Repubilic, s.r.o., Kfenova 1, 16200 Praha 6, Czech Republic,
tel. +420 235 365 189
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LACOMED, spol. s r.o.
Husinec-Re 130

e 250 68, Ceskd Republika

acom ed spol. s r.o. tel: 220 941164
tel: 220 941 165

LABELLED COMPOUNDS FOR MEDICINE tel: 220 941 175

www.lacomed.cz
smutha@lacomed.cz

= PCR soupravy pro analyzu humdnniho i extrahumdnniho genomu
= makroarrayové technologie (Cipy)
= soupravy pro izolace nukleobvych kyselin
= DNA free polymerdzy a mastermixy...
NOVINKA:
3 selectNA™
i automat pro primou izolaci patogenni DNA z krvellll

LI ~-.............

vvs

= az 40 000x vyssi citlivost

= DNA-free reagencie

= primd identifikace patogenu z plné krve (nejsou potreba krevni
kultury)

= kompatibilni s Fadou detekénich metod (PCR, Micro-array, MS...)

= flexibilni - 1ze pouZit pro 1 aZ 12 vzorkid souasné

= barcode reader

ELISABETH PHARMACON, spal. s r.o.

® Namsti Svobody 18
Elisabeth so2008m0
Tel.: +420 542 213851

pharmacon Fax: +420 5342 213847

E-mail: info@elisabeth.cz

www elisabeth cz C
A

1&: 26258412, DIC: C226258412

Spolecnost ELISABETH PHARMACON pisobi na trhu jiz desatym rokem a je znadma nejen jako distributor
produktii v oblasti molekularni biologie a pfistrojové techniky, ale pfedevsim jako certifikovany vyrobce Real
Time PCR diagnostiky EliGene. Soupravy jsou vyrabény a prodavany pod kontrolou systému kvality ISO
13485:2003 a ISO 9001:2008.

V loiiském roce byly tspésn¢€ uvedeny na trh soupravy EliGene Ureaplasma LC a EliGene Mycoplasma hom/gen
LC, které doplnily nasi nabidku kit pro sexudln¢ pienosnd onemocnéni (STD). V nabidce zlstavaji z minulych
let soupravy pro detekci Chlamydie trachomatis, Neisserie, HSV1, HSV2, VZV, ADV, MTB, HCV, HBV a
Borrelie.

Pro letosni rok 2012 je pfipraven k prodeji novy kit EliGene Enterovirus LC (kat. ¢. 90053-LC) a kvantifikac¢ni

doplikovy kit EliDNA Enterovirus QRT standard. Doporu¢ené materialy pro vySetieni jsou CSF, stolice, stéry z
dychacich cest a krev.
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’ Dynex Laboratories, s.r.o., Na Cihadle 32,160 00 Praha 6
D Y N E x Tel: 220 303 600, E-mail: office@dynex.cz
www.dynex.cz
e Dodavatel a vyrobce laboratornich pristroji, diagnostickych souprav a
spoti‘ebniho materialu
e Kvalitni produkty pro klinické diagnostické laboratore, akademie a vyzkumné
e  ustavy, pracovisté forenzni genetiky, veterinarni a hygienické laboratofre,
fytopatologii, laboratore testujici kvalitu a sloZeni potravin a dalsi
e Uceleny sortiment produktt po Vasi laboratof véetné odborného zaskoleni
obsluhujiciho personalu a poradenstvi
e Profesionalni zakaznicky servis a komplexni fesSeni diagnostického procesu
v ramci ¢eského a slovenského trhu
Diagnostika
e  Mikrobiologie a imunologie (ELISA, imunofluorescence, bloty)
e  Molekularni biologie (Re‘ﬂl Time PCR i endpoint PCR, hybridizace, RFLP,
izolacni soupravy, obecné reagencie a pufry)
e Rapid testy (H.pylori, C. difficile, E.coli EHEC, 0157, Campylobacter, Strep A,
chfipka A/B, RSV, adenoviry, rotaviry)
e Testy na drogy ze slin a moce
e  Kultivacni média
e Imunohematologie

"3 e  Adalsi
\ -rPl“'istfoje

(]
e  Fotometry, fl ry, luminometry, promyvacky
vé techniky (Dynablot)

e Molekularni biologie (termocyklery, ELFO, drobné pristroje)
e Laminarni a biohazardni boxy, digestore
e Rozpliovaci zafizeni (Qasar, Dynamic)
e Malé laboratorni pfistroje (tfepacky, michadla, inkubdtory, centrifugy, ldzné)
e  Pipety, davkovace a plastovy spotiebni material

horus)

CIA akreditovana laboratof pro kalibraci pipet.

GeneTiCA s.r.o.

Sluzeb 4

108 00 Praha 10

tel.: +420 272 701 739
e-mail: genetica@genetica.cz
web: http://www.genetica.cz

LAB MARK a.s.
Pod Cihelnou 23
161 00 Praha 6-Ruzyné /ﬂ\ LAB MARK

Tel.: +420 233 335 548

Fax: +420 224 311 830

Web: www.labmark.cz
E-mail: labmark@labmark.cz
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MED s.r.0 O

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

Pod Cihelnou 6/664, 161 00 Praha 6

tel.. +420233313 578

fax: +420 233 313 582 INNOGENETICS
e-mail: asco@ascomed.cz
http://www.ascomed.cz

BIOTECHNOLOGY FOR HEALTHCARE

MEDISTA spol. s r.o.

U kréské vodarny 939/1a

140 00 Praha 4

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

E-mail: medista@medista.cz

Web: http://www.medista.cz

Zakaznicka

podpora: servis@medista.cz

Abbott Laboratories, s.r.o.

Hadovka Office Park

Evropska 2591/33D

160 00 Praha 6 Ahh“tt
A Promise for Lile

Telefon: +420 267 292 111

Fax: +420 267 292 100

E-mail: info@abbott.cz

Internet: http://www.abbott.cz
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Bio-Consult Laboratories, spol. s r. o.
BozZejovicka 145, P.O. Box 7
142 01 Praha 4

oo

Consult
E-mail: info@bioconsult.cz www.bioconsult.cz
Web: www.bioconsult.cz N
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