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8-kapilarni sekvenator ABI 3500 Genetic Analyzer

Geneticky analyzator ABI 3500 se fadi mezi pfistroje pro analyzu fluorescenéné znaené DNA s vyuzitim technologie
kapilarni elektroforézy s osmi kapilarami zalozené na Sangerové metodé.

Sangerova metoda vyuziva principu PCR s fluorescenéné znacenymi dideoxynukleotidy. Produkty jsou analyzovany
kapilarni elektroforézou a hodnoceny v tzv. sekvenogramu. V kapilarovém provedeni je Sangerova metoda v sou¢asné
fragmenty DNA, pfipravené PCR amplifikaci, s tim, Ze na vySe uvedeném sekvenatoru je moznost paralelni sekvenace
az 8 sekvenci. Délka ziskanych sekvenci je pfiblizné 700 bp, chybovost je cca 1,5% (tzn. jedna baze z cca 66 bazi je
prectena chybné). V ramci molekularni mikrobiologie Ize na uvedeném pfistroji detekovat prakticky jakoukoliv bakterii,
jejiz genom byl jiz sekvenovan a vloZzen do databaze NCBI (National Center for Biotechnology Information), vétSinou se
sekvenuje vysoce konzervativni oblast 16S rRNA genu. Vhodnéjsi pro identifikaci sekvenaci na tomto sekvenatoru jsou
vzorky, kde se pfedpoklada pfitomnost pouze jedné bakterie, pfipadné pfedem pfipraveny neznamy bakterialni kmen,
nikoliv vzorky obsahuijici bakterii vice.

= =

NGS sekvenator MiseQ Systém
Jedna se o pfistroj s technikou tzv. masivniho paralelniho sekvenovani (MPSS - z anglického ,Massively Parallel
Signature Sequencing"“). Tato technika umoZzfiuje univerzalné charakterizovat a kvantifikovat riizné nukleové kyseliny,
at' uz mikrobd, zvifat nebo lidi. Nukleova kyselina je rozdélena na fragmenty o urcité délce, z nichz kazdy fragment
je amplifikovan samostatné a mnoho takto vzniklych kopii kazdého fragmentu je poté ¢teno technologii podle pouzité
platformy. Jednodu$e feceno, touto technikou je mozno identifikovat nikoliv jeden druh nukleové kyseliny jako u
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Sangerova sekvenovani, ale desitky az stovky druhd. Sekvenacni schéma je nasledujici: Pfiprava sekvenacni knihovny,
sekvenovani a detekce nukleotidl, softwarova analyza ziskanych dat.

Obzvlasté vyhodné je pouziti v mikrobiologii pfi analyze tzv. mikrobimu, coz je vyraz pro spolecenstvi mikrob(, zejména
bakterii nebo kvasinek, které jsou pfitomny bézné v rlznych Ustrojich ¢lovéka. Mize se jednat o stfevni, vaginalni
nebo kozni a dal§i mikrobiom. Velkou vyhodou je Ze NGS sekvenovani umozni detekovat takika veskeré bakterie, které
jsou napfiklad pfitomné ve stolici a to i takové, které neni mozné péstovat na umeélych pudach, tzv. zivnych médiich
nebo agarech, Cili neni mozné je prokazat kultivacné. Pomérné dobfe je znamo, Ze ve stfevnim mikrobiomu ¢lovéka
se nachazi az nékolik stovek druhl bakterii a kultivacné Ize prokazat ¢asto pouze nékolik jednotek, maximalné desitek
z nich. Pravé porovnani zminéného stfevniho mikrobiomu napfiklad od pacientu se zanétlivymi stfevnimi chorobami s
mikrobiomem stfeva zdravych lidi mGze byt napomocné ve vyvoji Ié€by pro nemocné jedince. Opakované se zjistilo, ze
u rlznych chorob véetné zanétlivych onemocnéni stfeva se vyskytuje podobna skupina bakterii, ktera zhorSuje prabéh
nemoci anebo naopak uréita skupina bakterii pro lepsi pribéh nemoci chybi. V takovém pfipadé pak Ize bud nezadouci
skupinu bakterii potlacit specifickymi IéCivy anebo naopak dodat Zadouci skupinu bakterii ve formé probiotik.

Pristroj vzhledem k vySe uvedenému generuje enormni mnozstvi dat, pro jejichz zpracovani disponuje vykonnou
vypocetni stanici s ulozistém.

GeneXpert IV - 4L automatizovany detekéni systém

Zarizeni GeneXpert je uzavieny a plné automatizovany systém, ktery je v rychlém ¢ase schopen ze vzorku pfidaného
do specialni kazety (cartridge) provést izolaci nukleové kyseliny, vlastni polymerazovou fetézovou reakci s detekci
produktu a nasledné vyhodnoceni. Zjednodu$ené fe¢eno se jedna zafizeni, které v sobé kombinuje automaticky izolator,
manualni pfipravu reakéni smési pro polymerazovou fetézovou reakci, real-time PCR cyklér véetné vyhodnoceni ve
velmi kompaktnich rozmérech.

Rotor-Gene Q5plex HRM (real-time PCR cyklér)

Pristroj “rotorgene” je schopen na zakladé polymerazové retézové reakce v realném cCase (rt-PCR) s fluorescenéni
detekci detekovat a analyzovat rizné plvodce infekci. At uz se jedna o viry, bakterie, kvasinky a plisné nebo riizné druhy
parazitll. Ve srovnani s jinymi metodami poskytuje rt-PCR vysledek vétSinou rychleji, dalsi vyhodou je vysoka citlivost a
specificita uvedené metody. Proc je vlastné tak dulezité a vyhodné detekovat puvodce infekce vEas a spravné? Duvodl
je vice: v pfipadé, Zze neni spravné nebo vlibec zachycen puvodce infekce, nelze nastavit cilenou Ié€bu. Prikladem
muze byt pacient se zanétem mozkovych blan (meningitida) vyvolany napfiklad bakterii Listeria monocytogenes. Pokud
neni tato bakterie u pacienta s meningitidou identifikovana a pokud se o ni neuvazuje, pacient bude pro meningitidu
Ié€en antibiotikem se Sirokym spektrem Gc€inku (tzv. cefalosporinem 3. generace), ktery na Listeria monocytogenes vSak
neucinkuje. Dusledkem této nevylécené infekce pak mohou byt dalsi infekéni komplikace vedouci az k umrti pacienta.
Dalsim dlivodem pro¢ je nutné pfesné stanovit plvodce infekce je riziko zvySovani rezistence k antimikrobialnim lé€ivim,
pokud jsou pouzivana pfili§ ¢asto a ne cilené. DalSi vyhodou této instrumentace je moznost zjistit relativné presné
mnozstvi — kvantitu napfiklad cytomegaloviru v krvi tak aby, v pfipadé zvySené kvantity mohla byt nasazena adekvatni
protivirova lIécba. Uvedené je opét dllezité zejména pro pacienty s hematologickymi malignitami, ktefi jsou k infekcim
mnohem nachylnéjSi nez zdrava populace. VySe uvedené informace prestavuji pouze zlomek moznosti, pro které Ize
pristroj vyuzit.
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Vice-jednotkovy systém PCR cyklerti s gradientem (podobné i pro

termocyklér s gradientem)

Cyklér pro PCR (polymerazovou fetézovou reakci je obecné fe€eno pfistroj, ktery umoziuje za pouziti primerq,
vhodného prostfedi a DNA polymerazy namnozit specifické useky DNA. V cyklérech je mozné velmi pfesné nastavit
teplotu mezi 4-100°C a zaroven vzorek rychle zchlazovat nebo zahfivat (fadové v sekundach). Vice-jednotkovy systém
PCR cykléru s gradientem je unikatni mnozstvim vzorku (az 384), které je mozné amplifikovat ve stejnou chvili. Zaroven
je v pfipadé potfeby mozné pouzit kazdou jednotku samostatné - na kazdé jednotce je mozné nastavit jiny teplotni profil
pro PCR reakci. Vystupem amplifikace v uvedeném zafizeni je bud detekce produktu v agar6zovém gelu nebo pfipadna
sekvenace amplifikovaného Useku napfiklad pro typizaci viru nebo bakterie.

SaMag-12 automaticky izolator nukleovych kyselin

Izolator se Fadi mezi pfistroje, schopné izolovat nukleové kyseliny (DNA nebo RNA) automatizované, tzn. bez nutnosti
pipetovani riznych lyzovacich a promyvacich roztok(, jako je tomu u manualni izolace. Izolace nukleovych kyseliny na
uvedeném pristroji je zalozena na technologii magnetickych €astic, kdy dochazi nejprve k uvolnéni nukleové kyseliny
a jeji vazbé na povrch magnetickych €astic. Nukleové kyseliny navazané na magnetickych ¢asticich je pak mozné v
nékolika krocich promyt a zbavit je tak rdznych balastnich latek v€etné inhibitord PCR reakce. Poté je vycisténa nukleova
kyselina uvolnéna do elu¢ni zkumavky. Nukleovou kyselinu vyizolovanou timto zplisobem je mozné skladovat v hluboko
mrazicim boxu nékolik let. Obrovskou vyhodou automatizované izolace je prakticky nulova Sance cross-kontaminace
vzorkU, ke které maze dojit pfi manualni izolaci nukleovych kyselin. Lze izolovat nukleové kyseliny vir(i, bakterii, kvasinek
i hub z riiznych typ( vzorku. Ve stejném Case je rovnéz mozno izolovat nukleovou kyselinu z 1 nebo az 12 vzorka.
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