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Souhrn

Mikrobialni infekce vyZaduji rychlé a pfesné metody detekce a identifikace puvodce
nakazy. Tyto metody jsou zaloZeny bud na posouzeni fenotypu, nebo genotypu. Fenotypové
metody sleduji zejména fyziologické a biochemické vlastnosti, zatimco genotypové metody
jsou zaloZzené na faktu, Ze sekvence DNA ruznych druhl bakterii dosahuji v odliSnych
Castech genomu rozdilné variability, kterou Ize posuzovat rozlicnymi technikami.
Na zminénych rozdilech Ize zaloZit pfesnou genetickou identifikaci bakterii.

PfedloZzena prace shrnuje dostupné literarni zdroje ve studované oblasti
a dokumentuje vyvoj metody identifikace pomoci PCR s naslednou analyzou tani s vysokym
rozliSenim (High resolution melting analysis, HRMA). V experimentalni ¢asti pak posuzuje
pouzitelnost HRMA v identifikaci bakterii ve srovnani s rutinnimi fenotypovymi metodami.
Terem PCR amplifikace, ktera pfedchazela HRMA, byly variabilni oblasti 16S rDNA genu.
Prace prokazuje pouzitelnost této techniky pro identifikaci nefermentujicich Gram-
negativnich tyc€inek, které zpuUsobuji problémy u specifické skupiny nemocnych trpicich
cystickou fibrézou, pfipadné chronickou obstrukéni plicni nemoci. Automatizovand, rychla
a pfesna geneticka identifikace téchto druhl bakterii je potencialné velkym pfinosem pro tuto

skupinu nemocnych.

Kliéova slova: identifikace bakterii, PCR, HRMA, 16S rDNA, cysticka fibréza, chronicka

obstrukéni plicni nemoc



Summary

Microbial infections require fast and exact techniques for detection and identification
of etiological agent. These techniques rely either on phenotyping or genotyping. Phenotypic
techniques mainly evaluate physiological and biochemical characteristics, whereas genotypic
techniques are based on fact that DNA sequences of different bacterial species show
different degrees of variability in different parts of genome, which can be evaluated
by various approaches. The differences established then allow for accurate genetic
identification of bacteria.

This work summarises available published resources in this field and documents
the development of identification based on PCR followed by high resolution melting analysis
(HRMA). In its experimental part, practicability of HRMA in bacterial identification compared
to routine phenotypic techniques is being evaluated. Variable regions of the 16S rDNA gene
were targeted by PCR preceding HRMA. This work demonstrates usefulness of this
technique for the species identification of non-fermenting Gram-negative rods that cause
problems to the specific group of people suffering cystic fibrosis and chronic obstructive
pulmonary disease, respectively. Automated, rapid and accurate genetic identification

of these species should be potentially highly beneficial for this group of patients.

Keywords: bacterial species identification, PCR, HRMA, 16S rDNA, cystic fibrosis, chronic

obstructive pulmonary disease
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1. UvoD

Bakterialni infekce vyZaduji rychlé a pfesné metody detekce a identifikace infekéniho
agens a pfipadnou automatizaci postupl. Identifikace je sloZity proces, jehoz vysledkem
je uréeni rodu, druhu az bakteridlniho kmene, izolovaného z klinického materialu, s cilem
zjistit slozeni bakterialni flory ve vzorku, rozpoznat pfipadného puvodce nakazy a posoudit
jeho mozny podil na onemocnéni pacienta (Kudela a kol., 2002). V dnesSni dobé& do této
oblasti spada i bioterorismus, kde je dulezitéa rychla identifikace, napf. Bacillus anthracis,
Yersinia pestis a Franciscella tularensis (O’Hara, 2005).

Metody identifikace organismu jsou rozdéleny do 2 kategorii — (l.) analyza souhrnu
fenotypovych (zevnich) znaki jedince (fenotypové metody) a (Il.) analyza genomu
organismu (genotypové metody) (Zaidi a kol., 2003).

V lékarské mikrobiologii maji stale velky vyznam fenotypové metody zaloZzené
na sledovani fyziologickych a biochemickych vlastnosti, které jsou urCeny vzajemnym
pusobenim genotypu a prostfedi. Nedostatky fenotypové identifikace mikroorganismua vedly
k vyvoji metod zaloZzenych na sekvenci DNA, tzv. genotypovych metod, kdy jsou
minimalizovany problémy typologie a reprodukovatelnosti a v nékterych pfipadech umozniuji
vznik  databazi referenénich  (charakteristickych)  organismt, knihoven  klond
a fylogenetickych stromu (Olive a Bean, 1999; Amann a kol., 1997).

Pavod genotypovych metod je v moderni biologii, kde je zakladnim kamenem
struktura DNA, popsana Watsonem a Crickem v roce 1953. Poznatky v této oblasti vedly
k rozvoji molekularni biologie, ktera v sou€asné dobé nachazi uplatnéni v mikrobiologii
a vychazi predevsim z primarni struktury jaderné DNA a ribozomalni DNA (rDNA) a vede
az k sekvencovani genomu, kterym se zabyva genomika. Kompletni znalost genomu
mikroorganismu muiZze podat informace o biologii buriky.

Vyvoj lékarské bakteriologie je mozné rozdélit do dvou fazi — (I.) pre-molekularni
a (Il.) molekularni. Studium Escherichia coli, které zacalo v poloviné 20. stoleti, vedlo
k mnoha objevim a konceptim v molekularni biologii, které v poslednich letech nabyva
na vyznamu v diagnostickych laboratofich. Tato oblast vyzkumu také pfispiva k naSemu

porozuméni interakce mezi prostfedim, hostitelem a mikroorganismem (Sussman, 2001).



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1  Moznosti identifikace bakterii v Iéka  Fské mikrobiologii

Cilem lékarské mikrobiologie je z&chyt, detekce a identifikace etiologického agens
(mikroorganismu), které zplUsobuje onemocnéni. MozZnosti jeho prikazu jsou pfimé
a nepfimé. Pfimy prikaz je zaméfen na mikroorganismus, jeho Casti nebo exoprodukty
vevysSetfovaném vzorku. Nepfimy prdkaz je zaloZzen na stanoveni specifickych protilatek proti
mikroorganismu v séru pacienta (Votava, 2005).

V dnesni dobé se identifikace opird hlavné o fenotypové znaky/vlastnosti bakterii.
Od 80. let 20. stoleti se pfi identifikaci bakterii postupné vice uplatiuji metody, které
analyzuji produkty cilového mikroorganismu (napf. polyaminy, proteiny, lipidy, mastné
kyseliny, polysacharidy a lipopolysacharidy) a genotypové metody. Bézné uzivanymi
fenotypovymi rysy je bakterialni fermentace, tvorba konidii u hub, morfologie parazitl
a cytopaticky efekt u virll na bunky (Kudela a kol., 2002).

Morfologicka struktura mikroorganismid neni dostate¢né variabilni a nestaci
na konec¢nou identifikaci. Pro podrobnéjsi posouzeni fenotypu je proto nutna kultivace, coz je
umélé pomnozeni bunék (bakterii) na kultivaénich ptdach. Ugelem kultivace je ziskani &isté
kultury z vySetfovaného vzorku pro dal3i analyzy (Reischl, 2006; Votava, 2005).

Genotypové metody zjistuji pfitomnost infekéniho agens pfimo v klinickém vzorku
a bez potfeby kultivace, nejCastéji pomoci PCR. Dodate¢na (podpurnd) analyza PCR
produktu zvySuje spravnost identifikace a umozriuje charakterizaci patogena. DalSi dilezité
kroky zahrnuji determinaci a odhaleni gend nebo genovych mutaci odpovédnych, napf.
zarezistenci k antimikrobialnim latkdm. Automatizace a jednoduchy software cini
molekularni technologie vice dostupné, ¢imz byly posunuty hranice mikrobiélni identifikace
a charakterizace (Zaidi a kol., 2003; Tang a kol., 1998).

2.1.1 Fenotypové metody identifikace bakterii

V mikrobiologickych laboratofich je stale hojné uzivana kultivace, metoda péstovani
kultury, kdy je zapotfebi nejméné 8 hodin inkubace, nejCastéji pfi 37 . Problémem
pfi kultivaci mize byt pomaly rast bunék bakterii nebo pozadavek na specifické podminky.
Ke kultivaci nékterych obtizné kultivovatelnych mikroorganisma, coZz jsou hlavné
intracelularni parazité (napf. chlamydie, rickettsie a viry), je vyuZivano experimentélnich
zvirat, kufecich embryi nebo tkanovych kultur.

Narostld diagnostickd kultura signalizuje pfitomnost potenciadlné infek&nich

mikroorganismd a poskytuje material pro fenotypovou analyzu (Tab. 1), ktera je zaloZzena



na rozpoznani rozdild v morfologii kolonii a bunék (tvar, profil, okraje, velikost, povrch,
pigmentace, aroma, barvitelnost dle Grama, pfitomnost a usporadani bi¢ikd), fyziologii (vztah
ke Kkysliku — aerobni x anaerobni, teplota, pH, tolerance k NaCl, vyuZiti zdroju

uhliku/dusiku/siry), rustu, enzymatické aktivit¢ a dalSich faktorech (inkluze, citlivost

k antibiotikim, patogenita). VétSina fenotypovych vlastnosti je dana metabolismem Zivych
a rostoucich bunék (Reischl, 2006; Votava, 2005).

Tab. I: Pfehled fenotypovych metod (Upraveno podle Reischl, 2006; O’Hara, 2005; Zaidi

a kol., 2003)
Metoda Popis Poznamky
hodnoti se morfologie bunék L
_ muze byt ztizeno
_ _ (tvar, velikost, struktura Lo )
mikroskopie o - tvarovou proménlivosti
bunécné stény, pfitomnoost o B
_ bakterialnich bunék
pouzder, endospor a inkluzi)
zaloZeno na metabolické
_ _ _ . | aktivité (biochemické reakce, | omezena schopnost
biotypizace a biochemické L _ N o
— fermentace cukrd, rust identifikace v ramci
c | testy o o
"C’ na selektivnich médiich, druhu
g e o v v w-
g citlivost vaci teploté ¢€i pH)
X rozliSeni dle reakce
_ bakterialnich antigennich vhodné pro rozliseni
serotypizace _ . o .
determinanty a specifické kmenu
protilatky
o | omezena
citlivost vuci antibiotikim | testovani vnimavosti/citlivosti _ .
, o e u nemocniénich kmenda,
(mikrobialni rezistence) v(ci antibiotikim . _ -
(vyskyt rezistence vyssi)
o _ ) . problém pfi srovnavani,
elektroforetickd typizace | analyza proteinll na gelu, ) )
. o otazka vyznamu
proteind reakce s protilatkou na blotu ) »
drobnych rozdilt
I _ ) _ | nedenaturacni elektroforéza, ) ) )
© | multilokusova enzymova o » i _ | vhodné vybaveni v malo
S ) sledovani rozdilG na zakladé .
< elektroforéza laboratofich
° konformace
=
chromatogram, profily
hmotnostni spektrometrie | mastnych kyselin porovnany
s databazi
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Podle barvitelnosti dle Grama je mozno bakterie rozdélit do dvou skupin na zakladé
schopnosti ¢i neschopnosti bunék udrzet si Gramovo barvivo v prostfedi ethanolu nebo
acetonu, coz souvisi se stavbou bakterialni bunéné stény, ktera je u Gram-pozitivnich
bakterii sloZzena pfevazné z peptidoglykanu a méné z lipidd, na rozdil od Gram-negativnich
bakterii. Pfi barveni je uZivana krystalova violet (tmavomodré zbarveni bunék), Lugolav
roztok (tvorba komplexu barviva s jodem) a 96% ethanol nebo aceton. Nékteré bakterie jsou
schopny barevny komplex barviva s jodem podrzet — Gram-pozitivni (napf. Staphylococcus,
Streptococcus), jiné se rychle odbarvi — Gram-negativni (napf. Escherichia, Pseudomonas).
Gram-negativni bakterie jsou pak dobarveny kontrastnim barvivem (safranin, fuchsin)
(Votava, 2005).

Biochemickymi testy je prokazovana pfitomnost charakteristickych bunéénych sloZzek

(proteiny) a metabolitl (toxiny) mikroorganismd metodami instrumentalni chemické analyzy.
Testy jsou zalozené na reakci bunéénych produktl bakterie a sacharidu, enzymu nebo
proteinu (leven a kol., 2004). Pfi testech je dale zjiStovano vyuziti zdroja uhliku mikrobem,
proveden dikaz redukce dusi¢nant (napf. u rodu Pseudomonas), hydrolyzy Skrobu
a Zelatiny, je sledovana tvorba indolu, sirovodiku (H,S), acetonu a derkaboxylas lysinu
¢i ornithinu nebo je provadén prukaz aktivity enzymu (napf. katalasy, oxidasy, fosfatasy,
ureasy, B-galaktosidasy) a dalSi testy.

Techniky zaloZzené na vyuZiti zdroju uhliku (fermentaci) vyuZivaji pfenosu elektronu
z organické latky (zdroj uhliku) na barvivo (tetrazolinova violet), které zméni barvu. Tato
technika umoZznuje sledovani oxidativnich procest béhem buné&ného dychani. Jiné technika
je zalozena na rlstu organismu v pritomnosti substratu, coz se projevi zakalenim tekutého
kultivacniho média.

Pozitivni test zaloZzeny na zméné pH je indikovan zménou barvy, pH se stava
Tyto reakce jsou zavislé na inkubaéni dobé, teploté a inokulované latce (Reischl, 2006;
Votava, 2005).

Konvenéni fenotypové metody nadale zlstavaji pocateénim bodem ve vySetfovani
vzorku a jsou doplhovany genotypovymi metodami. Vyhodou fenotypovych technik je hlavné
existence rozsahlé databaze poznatk( o vlastnostech jednotlivych bakterii, ktera vedla
k vyvoji pomérné spolehlivych komerénich souprav pro fenotypovou identifikaci bakterii.
Pfesto jsou pro spravné pouZiti téchto testd potfebné zkuSenosti kvalifikovaného
mikrobiologa. Hlavni nevyhodou je nutnost alespofi 16 h kultivace pro vétSinu testd.
Komer¢ni identifikaéni automaty jsou schopny u rychle rostoucich druhl bakterii tuto dobu
zkratit na 4 — 6 h, ale za cenu vysSich nakladu (Raclavsky, ustni sdéleni).

Tradi¢ni fenotypové diagnostické metody maji znAma omezeni (moznost selhani

v pfipadé rustové naro¢nosti, vyskyt rezistence) a z tohoto divodu doslo béhem posledniho
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desetileti k rozvoji molekularné-genetickych metod, které jsou charakterizovany mensi

Casovou narocnosti (neni nutna kultivace), vySSi citlivosti (detekce jiz 1 molekuly DNA)

a specifiénosti (zaloZzena na detekci rodové-, druhové-, poddruhové-specifickych sekvenci
DNA ¢i RNA, které jsou stélé v Case a nejsou ovlivnény enviromentalnimi podminkami).
Metody jsou hodnoceny na zékladé limitu detekce, citlivosti, ¢asové a finanéni naro¢nosti

a reprodukovatelnosti (Maiwald, 2004; Rompré a kol., 2002).

2.1.2 Molekularn é-genetické metody v Iéka Fské mikrobiologii

Molekularné-genetické metody zahrnuji kromé& genotypovych metod, zaloZenych
na studiu nukleové kyseliny, také techniky analyzujici spektrum mastnych kyselin
a specifickych proteind, a proto jsou méné citlivé ke zménam Zivotnich podminek. Podstatou
molekularné-genetickych identifikatnich metod je, Ze kazda mikrobialni DNA obsahuje
specifickou sekvenci nukleotidd, ktera je pro ni charakteristickad. MozZnosti aplikace se
nachazeji ve Ctyfech oblastech — detekce mikroorganismu, druhovéa identifikace, typizace
a genotypizace. V mikrobiologii slouzi ke dvéma hlavnim G&elim — (1.) prdkazu pfitomnosti
mikroorganismu v klinickém vzorku a (ll.) identifikaci izolovaného mikroba (Zaidi a kol., 2003;
Belkum, 2003).

Molekularné-genetické metody mohou nahradit kultivaci zejména u pomalu
rostoucich druh nebo u druht, kde je kultivace obtizné proveditelna. Mohou byt aplikovany
na cisté kultury ziskané kultivaci i pfimo na primarni vzorek od pacienta. Jejich dosavadni
nevyhodou na rozdil od jiz propracovanych konvenénich fenotypovych technik je, Ze jsou
teprve ve fazi vyvoje. VyuZiti téchto metod se nachazi v epidemiologickych studiich
a detailnéjSi analyze genotypu. Situace je rozdilna v raznych &astech svéta podle vyskytu
oblastnich (potencialnich) patogenli, kdy je presna identifikace dulezita z hlediska
epidemiologie, virulence a citlivosti k antibiotikiim (Alfaresi a Elkosh, 2006).

Genotypoveé techniky jsou v prvnim kroku zaloZené bud na amplifikaci (PCR, NASBA,
viz 2.1.3) nebo pfimo na hybridizaci (FISH, viz 2.1.4.1) a Ize jimi detekovat bakterialni rody,
druhy az kmeny. Po amplifikaci nebo b&éhem ni je mozno amplifikovanou sekvenci podrobnéji
analyzovat a to napf. hybridizaci se sondou nebo sekvencovanim (Olive a Bean, 1999).

Pro genetickou analyzu je nejCastéji vyuzivana ribozoméalni DNA (rDNA, tj. geny
pro rRNA), napf. 16S rDNA. Molekuly ribozomalni RNA (rRNA) jsou dulezité pro bunécny
rist, funkce a preziti organismu a v dusledku toho je zmifovana oblast dostate¢né
sekvencéné konzervativni pro navrh primerd amplifikujicich DNA Sirokého spektra bakterii,
ale zaroven také dostatecné variabilni v ramci urcitych skupin bakterii, coZz je potfebné

pro identifikaci.
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Oblast 16S rDNA genu obsahuje devét hypervariabilnich oblasti ozna¢enych V1 —
V9, kazda je lemovana vysoce konzervativhimi sekvencemi. Druhové rozdilné sekvence
uvnitf  dané hypervariabilni oblasti pfedstavuji vhodné cile pro diagnostické testy
(Chakravorty a kol., 2007; Amann a kol., 1997). Dalsi vyuZivanou oblasti je 23S rDNA gen

a jiné evolu¢né konzervované geny (napf. hsp65, gyrB) (Reischl, 2006).

2.1.3 Polymerasova fretézova reakce

Rozvoj molekularné-biologickych metod nastal se zavedenim techniky PCR
(Polymerase chain reaction, PCR) pro detekci nukleovych kyselin. Zakladnimi davody pro jeji
rozvoj je rychlost, citlivost, reprodukovatelnost vysledkd a redukce vnéjSich kontaminaci
(Kubista a kol., 2006; Mackay a kol., 2002). Ve stejném obdobi se objevuji technologie
zaloZzené na znaceni fragmentd DNA radioaktivnim fosforem a vizualizaci pomoci rentgenu.
Casem se pridala kapilarni a mikro-elektroforeticka separace v kombinaci se sekvencovanim
(Reischl, 2006).

Pro provedeni amplifikace musi PCR smés obsahovat pét zakladnich slozek —

templatovou DNA, primery (oligonukleotidy o délce kolem 20 paru bazi (bp), které jsou

komplementarni ke konctim amplifikovaného Useku), fluorescenéni barvivo/DNA vazajici

fluorochromy (fluorescenéné znacené sondy, inkorporujici se fluorescenéni barviva),

termostabilni DNA-polymerasu a deoxyribonukleosidtrifosfaty (dNTP).

Principem PCR (Obr. 1) je opakujici se enzymova syntéza novych fetézcl vybranych
usekl DNA, ke které dochazi po nasednuti dvou primer(, vazicich se na protilehlé fetézce

DNA tak, Ze jejich 3"OH-konce sméfuji proti sobé.

°C
a5 Denaturace )
Syntéza
(extenze)
TE

60

Nasedani primeru
(annealing)

Cas

Obr. 1: Prabéh jednoho cyklu PCR; tepelna denaturace (rozvolnéni fetézcu templatové
dsDNA, 92 — 96 ), hybridizace primer  (,annealing®, nasednuti primer( na cilovou
sekvenci, vétSinou 50 ) a syntéza nového fetézce (,extenze“, 72 — 78 T,
optimalni teplota termostabilni DNA-polymerasy) (Upraveno podle Kubista a kol.,
2006)
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Amplifikované useky (amplikony) jsou nésledné podrobeny detekci &i nasledné
analyze, napf. gelovou elektroforézou, hybridizaci se zna¢enou sondou ¢&i sekvencovanim
(viz dale) (Kubista a kol., 2006; Mackay a kol., 2002).

Inhibice amplifikacni reakce maze byt zplsobena mnoha vlivy. Pfitomnost inhibitord
je Castd ve vzorcich z potravin, prostfedi a klinického materialu. Mechanismus inhibice
spociva v interferenci pfi lyzi bunék, jez je nezbytna pro extrakci DNA, degradaci a precipitaci
nukleovych kyselin nebo inhibici DNA-polymerasy (sniZeni citlivosti PCR aZ zablokovani
reakce). Inhibitory Ize rozdélit do dvou skupin — (I.) endogenni, které jsou obsaZeny pfimo
ve zpracovavaném vzorku, pouzivanych enzymech nebo materidlu (hem, hemoglobin,
imunoglobulin G, kolagen, melanin, myoglobin) a (ll.) exogenni, pochazejici z okolniho
prostfedi/reagencii (bakterie, prach) (Akane a kol., 1994).

Technika PCR je vhodna pro amplifikaci molekul DNA, diagnostiku infek&nich
pfipadné genetickych (napf. mutaci gend) a virovych onemocnéni v jejich poc¢atku, kdy je titr
viru nizky, a detekci antimikrobialni rezistence (detekce genu rezistence) a mikrobiologickou
diagnostiku (Louie a kol., 2000).

Byla vyvinuta fada modifikaci PCR (napf. multiplex, nested, reverzni, kvantitativni
a broad-range), které jsou nastinény v nasledujicich fadcich.

Pfi multiplex PCR je vyuZivano vice par0 primerd soucasné, které se vyznacuji
podobnou teplotou tani, coz umoznuje paralelni identifikaci vice genovych usekd jednoho
mikroorganismu (napf. genu virulence) nebo identifikaci vice mikroorganismu.

Nested (,uhnizdéna“) PCR je uZzivana k citlivé a specifické detekci velmi malého
poctu kopii cilové DNA ve vzorku. Technika je charakterizovana dvoukrokovym systémem,
zahrnujicim dvé po sobé jdouci amplifikace s vyuZzitim vice paru primer(, s cilem zisku
dostateného mnoZzstvi DNA fragmentd. Oba pouZzité pary primerd pfi nested PCR musi
specificky reagovat v o¢ekavané oblasti a mit odliSny bod tani. Jeden par primer( slouzi
k amplifikaci SirSiho cilového Useku molekuly DNA pfi prvni reakci. Druhy péar naseda
pfi druhé reakci, tzv. nested reakci, v rdmci produktu prvni reakce. Hlavni nevyhodou nested
PCR je kontaminace negativnich vzorkd produkty pfedchozi amplifikace.

Reverzni PCR (RT-PCR) je uréena k amplifikaci molekul RNA (v€etné mRNA
a rRNA). RNA je nejdfive pfepsana pomoci reverzni transkriptasy do komplementarni DNA
(cDNA) a nasledné amplifikovana. Komplementarni DNA je vétSinou prepsanou mRNA,
a proto neobsahuje na rozdil od genomické DNA introny (Trtkova a Raclavsky, 2006).

Kvantitativni (real-time) PCR (gqPCR) umozZriuje pribézné sledovani tvorby PCR
produktu a jejich kvantifikaci. Existuji dvé moZznosti detekce — nepfimé (nespecificka) a pfima
(cilové-specifickd). Pfi nespecifické detekci jsou vyuZivana inkorporujici se fluorescencni
barviva (napf. SYBR Green) (Obr. 2) a specifické fluorescentné znacené sondy s rliznym

usporadanim (Obr. 3 A-C) — 5’nukleasova oligo-sonda (TagMan), vldsenkové sondy
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(Molecular beacon) a FRET sondy (Fluorescence resonance energy transfer) (Epsy a kol.,
2006; Mackay a kol., 2002). Ziskana data mohou byt vyuZita k monitorovani poctu kopii
cilové DNA (Trtkova a Raclavsky, 2006; Bustin, 2000).
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Obr. 2: Inkorporujici se barvivo (Upraveno Obr. 3 A-C: Fluorescencné znacene sondy
podle Bustin, 2000) (Upraveno podle Epsy a kol.,
2006)

Broad-range PCR 2z hlediska klinické ucelnosti muze detekovat a nésledné
identifikovat Siroké spektrum organismu na zékladé unikatnich sekvenci DNA (napf. geny pro
rRNA, které je mozné nalézt v ramci vech tfi domén — Bacteria, Archaea i Eucarya). Casto
je realizovana ve formé real-time PCR. PFfi pouZiti pro pfimou detekci je zde vySSi riziko
faleSné pozitivnich nebo negativnich vysledkd, napf. vlivem inhibitor( obsazenych ve tkanich
nebo krvi (erytrocyty — moznost hemolyzy) (Cheng a kol., 2006; Maiwald, 2004).

Broad-range PCR mé& dvé hlavni vyhody — (I.) postrada selektivitu vaci specifické
skupiné bakterii a (Il.) je schopna detekovat a identifikovat rezistentni, naro¢né nebo pomalu-
rostouci druhy. Nevyhodou je nedosahovani stejného stupné citlivosti jako techniky PCR

specifické pro jednotlivé mikroorganismy.
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Po probéhnuti PCR reakce vétSinou nasleduje post-PCR analyza, napf. agarosova
elektroforéza, hybridizace se sondami, restrikéni analyza, sekvencovani nebo nové
komeréné dostupna analyza tani (viz 2.1.4.3).

Nejjednodussi, ale sou¢asné malo citlivou metodou, je elektroforéza v agarosovém
gelu. Principem této metody je obarveni amplikond rozdélenych podle své relativni
molekulové hmotnosti a velikosti ndboje fluorescenénim barvivem. NejCastéji se pouzZiva
ethidium bromid, ktery se interkaluje mezi nukleotidy. K vizualizaci obarvenych amplikonu
dochazi pomoci UV transluminatoru. Nékteré elektroforetické techniky, jako napf. gelova
elektroforéza v denaturaénim gradientu a polymorfni analyza na zakladé konformace
jednoretézcové DNA (ssDNA), mohou rozliSovat bakteridlni druhy na zakladé rozdilné
mobility molekul s rdznou sekvenci.

Vysokou citlivosti (20 — 100-krat vySSi nez agarosové elektroforézy) a specifiCnosti
se vyznacuji metody s pouzitim hybridizacnich sond (Southern blot kombinovany
s hybridizaci nebo DNA microarraye) a sekvencovani. Southern blot spocivd v pfenosu
a nasledné imobilizaci amplikond na membrané, kde jsou podrobeny hybridizaci
se specifickou sondou (Maiwald, 2004).

Jiné usporadani amplifikacni techniky lze najit u ndhodné amplifikace polymorfni DNA
(RAPD, AP-PCR), NASBA, LCR a Qp replika¢ni reakce (Trtkova a Raclavsky, 2006; Olive
a Bean, 1999; http://www.If2.cuni.cz/Projekty/prusa-dna/newlook/defa6.htm).

RAPD (Random amplified polymorphic DNA) vychézi z klasické metody PCR,
ale na rozdil od ni vyuzivd pouze jeden kratky primer o velikosti 9 — 10 bp s nahodnou
sekvenci, ktery hybridizuje s DNA matrici za nizké teploty. Vzhledem k pouZiti nespecifickych
primerd neni nutné znat templatovou sekvenci. Amplikony o neznamé sekvenci, které
vznikaji v pfipadé, Ze RAPD primery nasedaji na protilehlé Ffetézce DNA proti sobé
a ve vzajemné vzdalenosti do nékolika malo kbp, jsou separovany gelovou elektroforézou
a obarveny ethidium bromidem (Olive a Bean, 1999).

NASBA (Nucleic acid sequence based amplification) je specifickou a citlivou
technikou pro amplifikaci RNA, ktera vyuziva béhem svého prabéhu tfi enzymd (reverzni
transkriptasa, ribonukleasa H a T7 RNA-polymerasa). Oznacené oligonukleotidové sondy
(primery) hybridizuji se specifickou sekvenci DNA. Pfi porovnani s PCR je vyhodou, Ze neni
potfeba teplotniho cyklovani. Naopak problémem je rychla degradace RNA a vysSi cena,
hlavné diky pouzivanym enzym(m (Trtkova a Raclavsky, 2006).

LigaCni Fetézova reakce (Ligase chain reaction, LCR) je metoda amplifikace DNA
pro detekci stopovych mnozstvich DNA o zndmé sekvenci. Jedna se o dvoufazovou
cyklickou reakci. BEhem prvni faze se za zvySené teploty (95 ) rozvin e dsDNA na ssDNA
a v druhé (70 ) jsou hybridizovany dv & sady komplementéarnich oligonukleotidd k cilovym

molekulam a jsou spojeny termostabilni ligasou (Tth nebo Pfu).
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QB replikacni reakce je zaloZzena na schopnosti RNA bakteriofaga QB vyuZzivat enzym
RNA-polymerasu (nepotiebuje oligonukleotidovy primer pro iniciaci syntézy RNA, ale je
schopen rozpoznat specifickou sekvenci RNA — iniciator) k replikaci svého genomu. K dalSi
reakci neni zapotiebi denaturace (http://www.If2.cuni.cz/Projekty/prusa-
dna/newlook/defa6.htm).

2.1.4 Genotypové metody v klinickych laborato  Fich

Genotypova identifikace se objevuje jako alternativa nebo doplnék k tradi¢nim
fenotypovym metodam. VétSiné genotypovych metod zpravidla pfedchazi PCR (Tang a kol.,
1998). V nasledujici podkapitole je srovnano nékolik nejbéznéjSich genotypovych metod
(Tab. 1l, Schéma 1), které jsou v dnesni dobé pouzivany v Kklinickych laboratofich (Olive

a Bean, 1999).

Tab. 1l: Souhrnny pfehled genotypovych metod (Pfevzato z Olive a Bean, 1999)

Zalozeno na .... Metoda

PFGE (Pulsed-field gel electroforesis)
vyuZiva se

_ RFLP (Restriction fragment length polymorfism)
restrikénich

CFLP (Cleavase fragment length polymorfism)
nukleas

AFLP (Amplified fragment length polymorfism)
RAPD (AP-PCR) (Random amplified polymorphic DNA)
PCR Rep-PCR (Repetitive extragenic palindromic-PCR)

ERIC (Enterobacterial repetitive intergenic consensus)

BOX sekvence

sekvencovani

analyza tani s vysokym rozliSenim (High resolution melting analysis,
HRMA)
PCR + hybridizaci | Southern blot

hybridizaci FISH (Fluorescence in situ hybridization)
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Schéma 1: Postupy zakladnich genotypovych metod (Upraveno podle Olive a Bean, 1999)

PEGE RFLP Rep-PCR RAPD CFLP AFLP DNA sekvenovani
vzorky v agarosovych s sekvenacni reakce
blogcich PCR PCR _PCR PCR G (PCR)
s Rep/ERIC s jednim primerem restrikCnimi enzymy i
v "t} : primery - L
i I Stépeni ; 5 lova elektrofore
pusnbenl_proteas%strik&ni i enzymy pusobeni exonukleasy SR
’I'" ¥ 4 ligace linkerd ‘
. i sekvenacni analyza
Etépeni gelova elektroforéza odstranéni * pomoci PC
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| | selektivni PCR
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2.1.4.1 Genotypové metody pro identifikaci mikrorga  nism 4

K vyhledani specifickych sekvenci lze pouZzit, kromé techniky PCR (viz 2.1.3),
i metody hybridiza¢ni. Jejich principem je schopnost hybridizace dvou navzajem
komplementarnich jednofetézcovych DNA (ssDNA) ¢i RNA molekul. Pfikladem muze byt
metoda fluorescenéni in situ hybridizace (Fluorescence in situ hybridization, FISH).

Principem FISH je hybridizace fluorescenéné znafené DNA sondy se specifickym
usekem DNA nebo RNA. Tato metoda umozniuje detekovat specifické genové sekvence
v cytologickych preparatech, biofilmech, sedimentech, kalech a vzorcich vod. Hybridizované
sondy se zviditelni pomoci fluorescenéniho mikroskopu. V mikrobiologii je tato metoda
vyuZitelné jen pro druhovou identifikaci, nikoli pro typizaci (Trtkovd a Raclavsky, 2006;
Rompré a kol., 2003).

Pouziti sond pro detekci a identifikaci bakterii v klasickém usporadani (napf. Southern
blot) pfip. v podob& DNA-microarrayi je vysoce specifické. Nevyhodou muize v nékterych
pfipadech byt nedostate¢nd schopnost rozliSeni blizce pfibuznych druhl patogenu.
Dlvodem je vysok& sekvenéni homologie v ramci vybranych hypervariabilnich oblasti.
Citlivost maze byt zvySena pouzitim citlivéjSich sond (napf. sonda s kifenovou peroxidasou,
na kterou se pro zesileni signalu post-hybridizacné navéaze tyramid znaceny fluorochromem)

nebo viceCetnym fluorescenénim zna¢enim (Amann a kol., 1997).
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2.1.4.2 Genotypové metody pro typizaci mikroorganis  mu

V ramci epidemiologickych a fylogenetickych studii je mnohdy dulezita detekce
az na jednotlivé kmeny. RozliSeni kmenu zaroven obvykle umoznuje druhovou identifikaci.
Nej¢astéji pouzivanymi technikami jsou PFGE, RAPD, AFLP, RFLP, fingerprinting plastidd,
sekvencovani (multilokusova sekvencéni typizace, MLST) a HRMA (viz 2.1.4.3) (Belkum,
2002; Olive a Bean, 1999).

Pulzni gelova elektroforéza (PFGE) chromosomélni DNA je &asto povaZovana
za standard v ramci genotypovych metod typizace bakterii. Bakterialni izolat je spole¢né
s agarosou a lyza¢nim pufrem nalit do malych formi¢ek. Vysledkem jsou malé agarosove
zatky s lyzovanymi bakterialnimi burikami, které jsou nasledné vystaveny restrik&nim
enzymum. DNA rdznych druhl je nastipana rizné a diky tomu je mozné nésledné proveést
identifikaci az typizaci pomoci PFGE, kdy je v pfedem urCenych intervalech prabézné
meénéna polarita proudu. Pulzni pole umozni separaci velkych fragmentt molekul DNA (10 —
800 kb). Tato metoda umozriuje zavedeni Sirokych databéazi pro analyzu a typizaci bakterii.

DalSi metodou vyuZivajici restrikéni enzymy je RFLP, ktera spociva ve Stépeni
molekul DNA na fragmenty ve specifickych mistech, tzv. restriknich mistech, restrikénimi
endonukleasami. Na rozdil od PFGE jsou pouzivany Casto Stépici enzymy, takZze vznika
velké mnozstvi menSich fragmentl. Po Stépeni jsou fragmenty DNA separovany na gelu
a zejména pokud je restrikéni profil nepfehledny, je mozné provést Southern blot, kdy jsou
fragmenty pomoci kapilarni sily pfeneseny z gelu na nitrocelulosovou nebo nylonovou
membranu. Na membranu je nasledné nanesena specifickd znaCena sonda detekujici
variabilni fragmenty, kter4 reaguje s DNA na zakladé homologie. NejCastéji je pouzZivana
Cast rDNA operonu, ktera zviditelni variabilni fragmenty obsahujici geny pro rRNA. Tento
postup je oznaCovan jako ribotypizace.

Metoda CFLP (Cleavase fragment length polymorfism) vyuzivd enzymu cleavasa |,
coZz je termostabilni endonukleasa sestavajici z 5'nukleotidové domény (1 - 281
aminokyselin) z DNA-polymerasy z bakterie Thermus aquaticus. Zatimco obycejné
endonukleasy rozpoznavaji specifické DNA sekvence, cleavasa | rozpozndva struktury
vzniklé pfi zvySenych teplotach, kdy po tepelné denaturaci (cca 95 C) nasleduje zchlazeni
(50 — 60 ). Timto procesem vznikaji smy ¢ky, které jsou pro jednotlivé druhy specifické
a jsou rozpoznavany cleavasou |. Metoda je omezena velikosti fragmentl, se kterymi
se pracuje, a je zatim ve fazi vyvoje. Fragmenty o velikosti vétSi nez 1 kbp nelze
elektroforeticky spolehlivé separovat (Olive a Bean, 1999).

Technika AFLP (Amplified fragment length polymorfism) je pouZivana pro identifikaci
a typizaci. V ramci techniky jsou uzivany dva razné restrikéni enzymy (napf. EcoRI a Msel).

K vzniklym fragmentim jsou pfipojeny linkery, je provedena selektivni PCR a nasledné
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analyza PCR produktd. Nevyhodou je neprakti¢nost radioaktivniho znaceni pro klinické
pouZiti, které je mozné nahradit fluorescenénim znacenim (Dijkshoorn a kol., 1996).

Metoda RAPD (Random amplification polymorfism DNA) je zaloZena na amplifikaci
fragmentd pomoci jednoho primeru nahodné sekvence (typicky 10 bp), ktery diky
nevyhranénym podminkam (nizka teplota) a kratké sekvenci hybridizuje s chromosomalni
DNA na mnoha mistech. Umisténi fragmentd na chromosomu se pro jednotlivé bakterialni
druhy li8i (Trtkova a Raclavsky, 2006; Olive a Bean, 1999).

Rep (Repetitive extragenic palindromic) sekvence a ERIC (Enterobacterial repetitive
intergenic consensus) sekvence byly popsany pro pouziti pfi PCR fingerprintingu
bakterialnich genomd. Rep elementy jsou sekvence o 38 bp se 6 degenerovanymi pozicemi
a variabilni smy¢kou o5 bp mezi konci palindromatické sekvence. ERIC sekvence jsou
elementy o0 126 bp, které obsahuji vysoce konzervativni centralné obracené repetice. Jako
prvni byly detekovany u Escherichia coli a Salmonella typhimurium. Rep a ERIC sekvence
jsou lokalizovany v extragenovych regionech a jsou bézné uzivanymi oblastmi pro typizaci
s vyuzitim PCR. DalSi moznosti je BOX sekvence pro typizaci Streptococcus pneumoniae.
BOX sekvence jsou lokalizovany v intergenovych regionech a diky soumérnosti jsou takeé
schopny vytvaret smycky. Jsou sloZeny ze tfi podjednotek — boxA, boxB a boxC a pfislusi
jim délky 59, 45 a 50 bp (Olive a Bean, 1999).

Pro analyzu pfibuznosti kmenU je nejlepSi metodou multilokusové sekvenéni typizace
(Multilocus sequence typization, MLST), ve které jsou pro konkrétni bakterialni druh
uréovany sekvence nékolika vybranych ,housekeeping genl“. Kombinace jejich bodovych
sekvencnich polymorfisml pak jednozna¢né urci prislusnost urcitého izolatu ke konkrétnimu
kmenu. Vyhodou techniky je nezpochybnitelnost a spolehlivost dat, ktera jsou dokonale
mezilaboratorné srovnatelna a umoziuji globéalni epidemiologické studie. Nevyhodou jsou
vysoké naklady, pracnost a nutnost vytypovat nejdiive pro kazdy bakterialni druh vhodné
geny a ovéfit zda je variabilita jejich alel dostatecna pro typizaci.

Genotypové metody maji spole¢nou schopnost rozliSeni nizSich taxonomickych
postupem je proto sekvencovani vhodnych oblasti. Pfi sekvencovani bylo pGvodné
pouzivano pro vizualizaci reakénich produktl radioaktivni znaceni, které neni zcela vhodné
pro rutinni Klinické pouZziti. Nové je pouzivano fluorescenéni znaceni a sekvence je ¢tena
pomoci automatického sekvenatoru. V principu jde o asymetricku PCR zaméfenou
na specifickou oblast, nasledné se pokracuje precisténim, sekvenacéni reakci a kapilarni
elektroforézou v polyakrylamidovém gelu.

Dnesni sekvenatory funguji na zékladé dideoxy metody (Sangerova metoda, Schéma
2), kdy vloZeni dideoxynukleotidu (ddNTP) zakonci prodluZzovani fetézce. Kazdy ddNTP je

oznacen jinou fluorescencni barvou. V jedné reakci tak vznikaji rdzné dlouhé fragmenty
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zakonc&ené vzdy pfidanym terminatorem (ddNTP). Délka fragmentl je nasledné stanovena
pomoci elektroforetické separace a sekvence DNA je ur€ena z kombinace vysledku 4 reakci
do nichZz byl pfidan vzdy jeden typ ddNTP. Ziskané vysledky jsou zpracovany pomoci

specializovaného softwaru (http://www.pr-lab.cz/downloads/vysetreni/laborator-metody.pdf).

Schéma 2: Sangerova metoda sekvencovani (Upraveno podle http://www.pr-

lab.cz/downloads/vysetreni/laborator-metody.pdf)

dsDMNA

Standardni PCR
se dvéma pritnery ==
v jedné reakci

Produkt pouzit jako templat do dvou samaostatnych
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PCR jen s pimerem F «—

. _—* PCR jen s primerem R
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¥
eyt el hibofordiza detekce produkit kapilami elektroforéza
zpracovani a whodnoceni

visledkl

Koncove inhibitory elongace (ddNTPs) - ¢ G 1

Méné nakladnou a pro ucely mikrobiologické identifikace a typizace dostacujici
technikou je pyrosekvencovani, jedna z technik sekvencovani nové generace.

Znamé sekvence DNA rlznych organisml je mozné nalézt v databazich (napf.
NCBI), které je mozné vyuZit i pfi analyze sekvence. Na identifikaci studované sekvence je
mozné navazat fylogenetickou analyzou (Maiwald, 2004).

Tang a kol. (1998) se zabyvali srovnanim presnosti identifikace pomoci fenotypovych
metod (Biolog, zaloZzeno na biochemickych reakcich; chromatograficky systém MIDI
a Sherlock, hodnotici profily mastnych kyselin) a genotypovych metod zaloZenych na PCR
a nasledné post-PCR analyze (Microseq, zaloZzeno na sekvencovani). Jako referencni
systém byla zvolena konvenéni Mayova metoda (zaloZeno na biochemickych testech).
Srovnani bylo provedeno na 72 klinickych izolatech Gram-negativnich ty¢inek (Pfiloha 10.1).
Studované fenotypizacni systémy dosahovaly Uspé3nosti cca 50 — 60 % a genotypizacni 80
— 100 %.
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2.1.4.3 Analyza tani s vysokym rozliSenim

V poslednich nékolika letech je komeréné k dispozici ekonomicky zajimava, rychla,
citiva a specificka post-PCR technika, analyza tani dsDNA, respektive jeji technologicky
vylepSena varianta — analyza tani s vysokym rozliSenim (High resolution melting analysis,
HRMA). Analyza tani zpravidla nasleduje po PCR, zahrnujici v reakéni smési interkalujici se
fluorescenéni barvivo (napf. LCGreen, SYBR Green) (Vossen a kol., 2009; Wittwer, 2009;
deSilva a Blackett, 2007).

Technika je zaloZena na faktech popsanych jizZ Watsonem a Crickem — ve struktuie
DNA jsou v zavislosti na jeji sekvenci rizné zastoupeny péary bazi adenin a thymin (A=T)
a cytosin a guanin (C=G) (Vossen a kol., 2009; Reischl, 2006).

Analyza tani (Schéma 3) potiebuje pro spravny prubéh 3 zékladni nastroje: (1.) PCR
reagencie a netoxické, s PCR neinterferujici, saturac¢ni, interkalujici se fluorescenéni barvivo;

(I1.) vhodnou instrumentaci a (lll.) software pro HRMA (Patel, 2009).

Schéma 3: Analyza tani S vysokym rozliSenim (Upraveno podle

http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb marketing/docume

nts/generaldocuments/cms 070383.pdf)
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pristroje

Pozn.: HRM — High Resolution melting

PCR produkt je podroben analyze tani, ktera je zaloZena na monitorovani vyzafované
fluorescence pfi teplotach rostoucich obvykle v rozmezi 55/60 — 95 €. PFi denaturaci
dsDNA, v pribéhu vzestupu teploty, dochazi k uvolfiovani inkorporovaného barviva a tim
k poklesu fluorescence, ktery je umérny mife denaturace (Vossen a kol., 2009; deSilva
a Blackett, 2007; Montgomery a kol., 2007). K rozvolnéni tfi vodikovych mustkd mezi
cytosinem a guaninem (C=G) je zapotiebi vétSi energie nez k rozvolnéni dvou mezi
adeninem a thyminem (A=T). Prubéh tani konkrétni molekuly DNA tedy zavisi na jeji délce
a sekvenci. Proces denaturace je charakterizovan tzv. teplotou tani (Ty,), ktera je definovana
jako teplota, kdy je pravé 50 % pfitomnych molekul dsDNA ve formé ssDNA.

Kfivka tani pfechazi z pre-melt faze (dsDNA), kdy je fluorescence vysoka (blizka 100
%) do post-melt faze (ssDNA), kdy je fluorescence nizka az nulova. Stfed kfivky tani je
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charakterizovan jako melting doména. V této oblasti, kde je rychlost zmény fluorescence
nejvétSi, je definovana teplota tani (Ty). Hodnota Ty je zavislA na typu a sledu
komplementarnich pard bazi. Useky DNA s vétSim obsahem A=T jsou méné& odolné vaéi UV
zareni a denaturuji pfi nizSich teplotach (Vossen a kol., 2009; Reischl, 2006).

Na stabilitu DNA muZe mit vliv i methylace cytosinu, hlavné v oblastech dinukleotidu
CpG. Jedna se o epigenetickou regulaci, napf. transkripce a uml€ovani endogennich genu.
Methylace DNA muZze byt spjata s bunéénym cyklem, riznymi chorobnymi stavy, véetné
dédi¢nych poruch nebo nékterych forem rakoviny. Problémem pfi amplifikaci (methylacné-
specifickh PCR, MSP) je, Zze bé&hem replikace je methyl-cytosin nahrazen cytosinem.
ReSenim je oSetfeni DNA (vzorku) hydrogensifigitanem sodnym, nasledkem &eho? dojde
k preméné cytosinu (C) na uracil (U). Methylovany cytosin je proti této pfeméné chranén.
Po podrobeni takto ziskanych amplikonl analyze tani, je mozné po porovnani kfivek tani,
usuzovat na Cetnost vyskytu methyl-cytosinu. Methylovand DNA bude mit vétSi obsah C=G
a tedy i vysSi Ty. Vysledkem je methylaéni profil (Kristensen a kol., 2008; Dahl a Guldberg,
2007).

Ziskana data jsou zpracovana pomoci pocitaového programu, v prvnim kroku
tzv. normalizaci, kdy jsou relativni intenzity fluorescence jednotlivych kfivek tani pfepocitany
na stejnou vychozi a kone¢nou hodnotu tak, aby bylo mozno kfivky vzdjemné porovnat.
Porovnanim ziskanych normalizovanych kfivek tani (profild tani, Graf 1A) nebo srovnanim
poloh pikd v derivovanych kfivkach (Graf 1B), ziskanych matematicky jako zaporné derivace
fluorescence s teplotou v kazdém méfeném bodé (-dF/dt), je mozné proveést identifikaci
amplifikovanych molekul DNA. S pfistroji v provedeni s vysokym rozliSenim je dosahovano
presnosti az desetin T (Wittwer a kol, 2009; Erali a kol., 2008).
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S o0 5

P (13 70 Tz 74 7B 7B BO [ 70 7z 74 76 78 80
Teplota [TC] Teplota [TC]

Graf 1: Kfivka tani; (A) normalizované kfivky tani, (B) derivované kfivky (Upraveno podle
Erali a kol., 2008)
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Analyza tani muZe byt i v multiplex usporadani (Obr. 4), kdy je pouZito vice nez jedné
sondy, pfipadné vice paru primerd v ramci PCR smési. Kazda sonda musi byt oznacena

fluorochromem odliSné barvy (Lyon a Wittwer, 2009; Erali a kol., 2008).

F5 MTHFE F2
161G 12080 G/7CT A210G-A

-dFidT
a

&5 70 75 80
Teplota ("C})

C 8 wroeRr1298

T 72 T4
Teplota (°C}

8 NTHFR 677

B2 83 & &3 4%z ar B
Teplota (°C) Tepleta (°C)

Obr. 4: Derivované kfivky pfi multiplex uspofadéani, studie thrombofilie (Upraveno podle Erali
a kol., 2008)

Pokud je provedena identifikace PCR produktu pomoci analyzy kfivky tani, neni
nutna vizualizace délenim v agarosovém gelu, protoZze podle Ty je mozZno usuzovat
na relativni velikost fragmentu DNA a obsah C=G (Alfaresi a Elkosh, 2006).

Analyza tani je jednoduchou, rychlou a levnou technikou, ale ma i nékolik limitujicich
faktort. Spravny pribéh zavisi na dobfe provedené PCR, instrumentaci a vhodném barvivu.
Fluorescenéni barvivo se mlze navazat na jinou neZz zkoumanou molekulu dsDNA (napf.

templatové dimery, primery). Pro spravnou detekci zkoumanych produktd je tedy dulezita
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specifita PCR. Nespecifické produkty mohou ovlivnit vysledek analyzy tani. VSechny slozky
PCR smési, jejich koncentrace a zmény teploty maji vliv na absolutni pozici a Sitku piku.
je 400 bp (Wittwer, 2009; Herrman a kol., 2006).

Homozygotni seskupeni alel se vyznacuje teplotnim posunem, zatimco heterozygot
zménou tvaru kfivky tani (Obr. 5), ktera je zapfi¢inéna destabilizaci heteroduplexu mezi
standardnim genotypem a jinou variantou. Kfivka tani heterozygota je sloZzena z komponent
kfivek heteroduplexu a homoduplexu, protoZe je tento heteroduplex rychleji rozdélen, dojde
k posunu piku (deSilva a Blackett, 2007).

heterozygot

homozygot 1 homozygot 2

Obr. 5: RozliSeni kfivek heterozygota a obou moZnych homozygotnich variant (Upraveno

podle Germer a Higuchi, 1999)

2.1.4.4Vyuziti analyzy tani

Z uvedenych poznatkd a studii vyplyva, Ze technika analyzy téni s vysokym
rozliSenim je v principu pouZzitelna pro detekci a identifikaci Kklinicky vyznamnych druhd
bakterii, kvasinek a vird a déle pro genotypizaci aZz haplotypizaci a detekci mutaci ¢i SNPs.
Pro celkovy pfehled a srovnani jsou moznosti analyzy tani v Iékafské mikrobiologii uvedené

v tabulce IlI.

Tab. lll: Souhrnné tabulka pfikladd vyuZiti analyzy tani v I€karské mikrobiologii

Techniky Cilové oblast U gel Citace
real-time PCR
o fg hybridizace se identifikace
% é sondou (Molecular |regiony V3 a V6 16S |bakterialnich Chakravorty a kol.
% § Beacon) rRNA genu patogenu z (2010)
3 2|« analyza tani klinického materialu
- >
| (HRMA)
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Tab. 1ll: Souhrnnd tabulka pfikladd vyuZziti analyzy tani v lékafské mikrobiologii —
pokracovani
Techniky Cilovéa oblast U éel Citace
L _ | genotypizace
PCR-HRMA gen kéduijici flagelin Merchant-Patel

Identifikace a typizace bakterii

RFLP, sekvencovani

(flap)

Campylobacter jejuni

a C. coli

a kol. (2010)

3 paralelni real-time
PCR
analyza tani (HRMA)

regiony V1, V3 a V6
16S rRNA genu

jednoduché a rychla
identifikace

s vysokou specifitou

Yang a kol. (2009)

real-time PCR

sekvenacni analyza

V1 -V9 16S rDNA

genu

identifikace bakterif

Chakravorty a kol.
(2007)

broad-range PCR
analyza tani (HRMA)

16S rDNA gen

identifikace klinicky

vyznamnych bakterii

Cheng a kol. (2006)

real-time PCR
analyza tani (HRMA)

16S rDNA gen

identifikace v ramci

rodu Staphylococcus

Skow a kol. (2005)

hybridizace se
sondou

real-time PCR
analyza tani (HRMA)

16S rDNA gen

identifikace bakterif

Klaschik a kol.
(2004)

Identifikace a typizace kvasinek

PCR

mikrosatelitovy
délkovy
polymorfismus (MLP)
analyza tani (HRMA)

CDC3 lokus

genotypizace

Candida albicans

Costa a kol. (2010)

oblast amplifikovana

PCR o identifikace 9-ti Trtkova a kol. (2009)
pomoci primeru _ ]
McRAPD druhd kvasinek Plachy a kol. (2005)
ACGGGCCAGT
PCR _ patogenni kvasinky
oblasti ITS-1a 2 _ Bergman a kol.
analyza tani (HRMA) rodu Candida a
rDNA genu (2007)
sekvenacéni analyza Cryptococcus spp.
hybridizace se
o detekce a
G .5/ sondou _ N
= o _ neuvedeno identifikace HSV-1 a | Epsy a kol. (2006)
£ S|+ real-time PCR
[} HSV-2
2 HRMA
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Chakravorty a kol. (2010) wvyvijeli postup identifikace bakteridlnich patogent
vyskytujicich se vklinickych vzorcich. Vyvinuli metodu spojujici real-time PCR s naslednou
analyzou tani a hybridizaci s nékolika sondami typu Molecular Beacon (Pfiloha 10.2).
Kombinaci hodnot Ty vygenerovanych pomoci nékolika sond bylo dosaZzeno identifikace.
Metoda byla testovana na 270 bakterialnich kulturach (Pfiloha 10.3). Kazdému druhu byla
pfifazena D hodnota, kterd byla vypocitana jako vzdalenost mezi Ty stanovenou
pro jednotlivé druhy a ziskanou hodnotou. D hodnota vétSi nez 5 byla povaZzovana
za neurcitou. Specifita metody byla 100 %.

Merchant-Patel a kol. (2010) vyvinuli metodu pro genotypizaci Campylobacter jejuni
(87) a C. coli (15) zaméfenou na gen flaA (Schéma 4) pomoci PCR s néslednou analyzou

tani. Vysledky ziskané pomaoci analyzy tani byly podpofeny RFLP a SVR sekvencovanim.

Schéma 4: Gen flaA se znazornénim primerd a Usekd uzivanych pro HRM, RFLP a SVR

sekvencovani (Upraveno podle Merchant-Patel a kol., 2010)

HRM

RFLF

SYR sekvencovani

Had4F  HaA242FU flaABZSRU HaAT723R
— — -— *—
— - -
[ L
flaA ——— flaB ——
200 bp

Pozn.: HRM — High resolution melting, analyza tani s vysokym rozliSenim
RFLP — Restricted-field length polymorfism, délkovy polymorfismus restrikénich fragmentt
SVR sekvencovani — sekvencovani kratkych hypervariabilnich regionl (SVR)
flaA — gen kodujici flagelin A

Yang a kol. (2009) testovali metodu analyzy tani s vysokym rozliSenim na 100
béznych klinickych druzich (58 bakterialnich druht pochazelo z Americké sbirky typovych
kultur — ATTC, klinické izolaty a inaktivni/nepatogenni kmeny) (Pfiloha 10.4).

Z kazdého kmene bylo vyizolovano a extrahovano 10 — 15 vzorkd. Vzorky byly
podrobeny tfem paralelnim real-time PCR reakcim, kdy PCR smés obsahovala vzdy 1 z para
primerd — V1f (5-GYG GCG NAC GGG TGA GTA A-3Y) a V1r (5-TTA CCC CAC CAA CTA
GC-3Y), V3 (5'-CCA GAC TCC TAC GGG AGG CAG-3') a V3r (5'-CGT ATT ACC GCG GCT
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GCT G-3) a V6f (5-TGG AGC ATG TGG TTT AAT TCG A-3) a V6br (5'-AGC TGA CGA CAN
CCA TGC A-3Y). Kazdy amplikon byl nasledné podroben analyze tani s vysokym rozliSenim
(HRMA) v rozmezi teplot 60 — 95 € a po normalizaci a derivaci profild tani byly ziskané
vysledky vyhodnocovany. Jako referenni vzorek byl bran profil Staphylococcus aureus.
Pfibuzné druhy vykazovaly jistou podobnost vysledkd analyzy (napf. blizce pfibuzné druhy
Bacillus anthracis a B. cereus), ale alespon v ramci 1 ze 3 vybranych variabilnich regionu
bylo mozné jejich rozliseni.

V rdmci studie Yang a kol. (2009) vykazovala HRMA vysokou spolehlivost. Tento
pfistup identifikace nabizi jednoduchy postup s kratkou dobou identifikace. Navzdory vysoké
specificnosti, ale amplikony rozdilnych sekvenci mohou generovat podobné profily tani
a spadat tak do jedné skupiny. DalSi nevyhodou je mozZnost vyskytu polymorfismu v ramci
intergenovych sekvenci 16S rDNA genu (Yang a kol., 2009).

Chakravorty a kol. (2007) testovali variabilni oblasti V1 — V9 16S rDNA genu (Tab. V)
na 110 bakterialni druzich (Pfiloha 10.5) pomoci real-time PCR a sekvencovani. VyuZivali
primer( pro jednotlivé variabilni oblasti, a také fluorescenéné znacenych sond (Molecular
beacon). Oblast V1 je vhodny pro rozliSeni mezi Staphylococcus aureus a Staphylococcus
sp. koagulasa-negativnimi druhy. Oblasti V2 a V3 jsou vhodné pro charakterizaci vSech
bakterii na uroven rodu s vyjimkou zastupcu Celedi Enterobacteriaceae. Oblast V2 je
nejvhodné&jSi pro rozliSeni mezi druhy rodu Mycobacterium a V3 mezi druhy rodu
Haemophilus. Na zékladé oblasti V6 je mozné rozliSit v rdmci vSech bakterialnich druhud

kromé prislusnikt Celedi Enterobacteriaceae. Oblasti V4, V5, V7 a V8 jsou méné vhodné.

Tab. IV: Oblasti hypervariabilnich regiont V1 — V9 16S rDNA (Pfevzato z Chakravorty a kol.,

2007)
Hypervariabilni region Oblast genu [bp]

V1 69 — 99
V2 137 — 242
V3 433 — 497
\Z3 576 — 682
V5 822 — 879
V6 986 — 1043
V7 1117 - 1173
V8 1243 — 1294
V9 1435 - 1465
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Cheng a kol. (2006) vyuZzivali kombinaci broad-range PCR zaméfenou na oblast 16S
rDNA genu a analyzy tani pro rychlou detekci a identifikaci klinicky dilezitych druhd bakterii.
Testovano bylo 46 bakterialnich izolatd, zahrnujici 25 klinicky dulezitych druhu (Pfiloha
10.6). Podle teplot tani (Ty) doSli k zavéru, Ze 11 z 25 zkoumanych druhl bakterii mize byt
identifikovano pfimo a zbyvajici druhy mohou byt rozdéleny do 4 skupin a dale identifikovany
pomoci tvorby heteroduplexu mezi PCR produkty testovanych a referen€nich druhu bakterii
(oznaceny hvézdi¢kou*) nebo druhé real-time PCR zacilené na jinou oblast 16S rDNA genu
(Pfiloha 10.7).

Nedostatkem zminéné prace je predevsim fakt, Ze technika PCR-HRMA nebyla
testovana na SirSim spektru bézné se vyskytujicich druhG bakterii v klinickych vzorcich.
Nelze se spolehnout, Ze pokud technika identifikuje kulturu, napf. jako Citrobacter freundii,
nemuze jit o pfibuzny a také se Casto vyskytujici C. koseri. Podobné je tomu s dvojici
Klebsiella pneumoniae a K. oxytoca a skupinou Haemophilus influenzae a H. parainfluenzae,
H. aphrophillus, H. haemolyticus, H. parahaemolyticus. Déle ve studii chybi napf.
enterobakterie  rodu  Providentia, Kklinicky  vyznamné  nefermentujici  tycinky
Stenotrophomonas maltophilia a Burkholderia cepacia apod. (Raclavsky, ustni sdéleni).

Skow a kol. (2005) vyuZzival pro identifikaci v ramci rodu Staphylococcus real-time
PCR zaméfenou na 16S rDNA gen s naslednou analyzou tani dvou FRET sond. Metoda byla
testovana na 110 izolatech (S. aureus, S. capitis, S. epidermidis, S. haemolyticus,
S. hominid, S. lugdunensis, S. schleiferi, S. simulans a S. warneri). Metoda zde dosahovala
az 100% presnosti a poskytuje rychly apfesny pfistup k identifikaci v ramci rodu

Staphylococcus v klinickych laboratofich (Graf 2).
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Graf 2: Charakteristické kfivky tani pro druhy rodu Staphylococcus (Upraveno podle Skow
a kol., 2005)
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Klaschik a kol. (2004) se zabyvali detekci a identifikaci bakterii v biologickych
tekutindch (napf. mo¢ a plazma) kombinaci real-time PCR zacilené na oblast 16S rDNA
a analyzy tani (Obr. 6). Ziskali informace o teplotach tani (Ty) dvou molekul — celého PCR
produktu a hybridu PCR produkt/sonda, na z&kladé ¢ehoz bylo mozné provést identifikaci
(Schéma 5A,B). VyuZivali dvou sond — jedna specifickd pro produkty ziskané amplifikaci

oblasti u Gram-positivnich bakterii a druha u Gram-negativnich.

hybridizat ni sonda emituje svétlo o vinove délce:
640 nm {gram-negativni ISN 2)

nebo

705 nm (gram-pozitivni ISP 2)“\._\ i

zafizeni pro PCR. emituje svétlo
o vinové délce 470 nm

fluorescein emituje svétlo

primer PLK 1 ¥ o vlnove délce 530 nm

primer PLK 2
(znaéeny)

i

konzervativni region variabilni region

konzervativni

region ¥

5

Obr. 6: Schématicky pohled na amplifikaci oblasti 16S rDNA; PCR produkt byl ohrani¢en
primery PLK1 a PLK2, z nichZ PLK2 byl fluorescenéné znacen a tedy schopen
excitovat fluorescenci sondy nasedajici v sousedstvi procesem FRET (Fluorescence

resonance energy transfer) (Upraveno podle Klaschik a kol., 2004)

Schéma 5: Diagnosticky diagram pro identifikaci Gram-pozitivnich (A) a Gram-negativnich
bakterii (B) (Upraveno podle Klaschik a kol., 2004)
(A) Fluorescence pii 705 nm
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Fluorescence pii 640 nm
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Testovana zde byla jen vybrana skupina patogennich bakterii (Acinetobacter
baumannii, Bacteroides fragilis, Enterobacter aerogenes, E. cloacae, Enterococcus faecalis,
E. faecium, Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Legionella
pneumophila, Proteus wvulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens,
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Stenotrophomonas maltophilia a Streptococcus
pyogenes), bez uvedeni poctu testovanych kmenu, a proto plati stejné vyhrady jako u dfive
zminované studie Cheng a kol. (2006). Ze souboru testovanych druh( nebylo mozné rozlisit
Staphylococcus aureus od S. epidermidis.

Costa a kol. (2010) se zabyvali genotypizaci Candida albicans pomoci PCR
s naslednou analyzou tani s vysokym rozlisenim (HRMA) a pomoci délkového polymorfismu
mikrosatelitd (MLS).

Spolehlivosti a vyuZitelnosti analyzy kfivky tani s vysokym rozliSenim pfi detekci
a identifikaci kvasinek rodu Candida se zabyvali také Plachy a kol. (2005). Analyze tani
podrobili produkty tzv. nahodné amplifikace polymorfni DNA (RAPD). Ziskané derivované
kfivky tani byly porovnavany vizualné. V této pilotni studii technika rozliSila pét nejCastégji
izolovanych druht patogennich kvasinek, tj. Candida albicans, C. glabrata, C. krusei,
C. parapsilosis a C. tropicalis. Na praci navazali Trtkova a kol. (2009) navrhem nového
pFistupu k identifikaci kvasinek rodd Candida a Saccharomyces zaloZzeného na RAPD

genotypu s naslednou McRAPD (Melting curve of RAPD) (Tab. V). Vyvinuta technika je
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vhodné k identifikaci |ékafsky dulezitych kvasinek a muze byt vyuZita pro epidemiologicka

pozorovani.

Tab. V: Srovnani vysledkd konvenéni fenotypové identifikace, McRAPD a komer¢ni
fenotypoveé identifikace (ID 32C) u vybranych kmend s diskrepantnimi vysledky

(Pfevzato z Trtkova a kol., 2009)

Fenotypicka ) N ) N
Kmen McRAPD identifikace ID 32C identifikace
identifikace
13-CAKR2-35 | Candida krusei Candida parapsilosis Candida parapsilosis
13-CATR9-32 | Candida tropicalis Candida parapsilosis Candida parapsilosis
13-CATR9-09 | Candida tropicalis Candida albicans Candida albicans
Saccharomyces _ o _ o
13-SACE3-07 o Candida tropicalis Candida tropicalis
cerevisiae
Saccharomyces _ o _ o
13-SACE3-26 o Candida lusitaniae Candida lusitaniae
cerevisiae
, . | Saccharomyces Saccharomyces
11-CAGU2-25 | Candida guilliermondii o o
cerevisiae cerevisiae
11-CAGU2-26 | Candida guilliermondii Candida albicans Candida albicans
11-CAGU2-27 | Candida guilliermondii bez zavéru Candida guilliermondii
CCY 29-4-21 | Candida guilliermondii Candida albicans Candida albicans
11-CAPE2-35 | Candida pelliculosa Candida krusei Candida krusei
11-CAPE2-36 | Candida pelliculosa bez zavéru Candida pelliculosa
CCY 29-6-7 Candida pelliculosa bez zavéru Candida pelliculosa

Bergman a kol. (2007) se zabyvali identifikaci patogennich kvasinek rodu Candida
a Cryptococcus spp. (Pfiloha 10.8). VyuZivali real-time PCR s néaslednou analyzou tani
s dvourozmérnym vyhodnocovanim hodnot Ty (Obr. 7). Amplifiakce byla zaméfena na dvé
oblasti rDNA — ITS-1 a ITS-2. Metoda je vhodna pro identifikaci izolovanych kultur a méné

pro pfimé pouZiti na klinickém vzorku.
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Obr. 7: Dvou-dimenzionalni vyhodnocovani hodnot Ty, (Pfevzato z Bergman a kol., 2007)

Epsy a kol. (2006) pouzili PCR-HRMA pro identifikaci Herpes simplex viru 1 a 2
(HSV-1 a HSV-2) (Graf 3). Analyza tani byla provedena s vyuzitim hybridiza¢nich sond

FRET a Molecular beacon.
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Graf 3: Kfivka tani pro HSV (Upraveno podle Epsy a kol., 2006)

DalSimi moZznostmi uplatnéni analyzy tani, kromé identifikace bakterii, kvasinek
a vird, je napf. genotypizace a mutacni skenovani, ilustracni pfiklady jsou shrnuty v tabulce

VI.
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Tab. VI: Souhrnnd tabulka pfikladd vyuZiti analyzy tani s potencialem ve specifickych

aplikacich

PouZzité techniky

Cilova oblast

U &el

Citace

« PCR
* HRMA

+ sekvencovani

lidsk& mitochondrialni
DNA (mtDNA)

identifikace
sekvendnich variant
MtDNA (431 variant)

Dobrowolski a kol.
(2009)

« PCR
* HRMA

jaderné geny pro
laktatdehydrogenasu
A, lehky fetézec
myosinu-2, kysely
ribozomovy protein

PO a kalmodulin

mutacni skenovani,
genotypizace (SNPs),
diagnostické

a popula¢ni studie
mecouna Xiphias

gladius

Smith a kol. (2009)

* hybridizace se
sondou
e asymetricka PCR

e analyza tani

podle navrZzené

sondy

detekce mutaci
(bodové mutace, malé
inzerce a delece)

a genotypizace

deSilva a Blackett
(2007)

geny acvtlL1 (activin
A receptor typu ll-like

detekce heterozygotd,

mutaéni skenovani

* PCR 1) a eng (endoglin), _ _|Vandersteen a kol.
L N v genetice, onkologii
« HRMA jejichz modifikace _ o (2007)
o a identifikaci
vedou ke krvaceni _
o . bakterialnich druht
rozsSifenych kapilar
_ Zhou a kol. (2004);
geny htr2A, B-globin .
« PCR detekce mutaci Gundry a kol.
(hemoglobiny S a C) , _
e analyza tani _ _ a genotypizace, (2003); Wittwer
a cystickou fibrézu
a kol. (2003)

* PCR

e analyza tani

IgH-R B-lymfocytd
pro charakterizaci

protilatek

detekce mutaci,
ovéreno na vzorcich
od 131 pacientd s

poruchou B-lymfocyt(

Xu a kol. (2002)

real-time PCR

analyza kfivky tani

SNPs lidského
paraoxonasa/aryleste
rasa genu

lidského genu pro

apolipoprotein B

genotypizace,
testovano na 100
vzorcich z laboratore
Roche Biomedical v

raci dvou SNPs

Germer
(1999)

a Higuchi
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2.2  Gram-negativni nefermentujici ty ¢inky

Rostouci vyskyt infekci zpusobeny zastupci nefermentujicich Gram-negativnich
ty¢inek (Burkholderia, Pseudomonas, Stenotrophomonas) je zapfi¢inén schopnosti
produkovat Siroké spektrum hydrolytickych enzymu (napf. B-laktamasa), které znesnadnuji
terapii (Endimiani a kol.,, 2002). V dnesni dobé jiZz existuji automatické systémy
pro identifikaci této skupiny patogend, napf. Phoenix, ktery aplikuje rozsahlou sadu
biochemickych testu (Snyder a kol., 2008).

Z hlediska morfologie se jedna o Gram-negativni tihlé ty€inky s nenaro¢nu kultivaci.
Tvofi hladké, lesklé, ploché nebo mirné vypouklé kolonie, které mohou byt na krevnim agaru
doprovazeny zénou uplné hemolyzy a pro nékteré druhy je typicka produkce pigmentu
(Votava, 2005).

VétSinou se vyskytuji pfirozené ve vnéjSim prostiedi (v padé, vodé, na rostlinach
a zivocisich), ale za urcitych okolnosti, hlavné u pacientd se sniZzenou obranyschopnosti
(napf. u pacientd s cystickou fibrozou, viz 2.3.1), mohou vést ke vzniku zavaznych infekci,
vétSinou nosokomialnich infekci respiracniho a mo&ového traktu, ran a sepsi. Pro Iékafskou,
veterinarni i rostlinolékarskou bakteriologii je z epidemiologického hlediska dulezité brat
v Uvahu moznost ambilateralni (oboustranné) patogenity (Tab. VII) nékterych druhd bakterii,

tedy schopnost vyvolat onemocnéni u lidi, zvifat i rostlin (Kadela a kol., 2002).

Tab. VII: Ambilateraini 3kodlivost vybranych bakterii z d&eledi Pseudomonadaceae

pro rostliny a ¢lovéka (Upraveno podle Kldela a kol., 2002)

Bakterie Rostlina Clov ék

* spojitost s cystickou fibr6zou (CF)
Burkholderia cepacia | ¢ hniloba cibule * kolonizace moc€ovych cest

» kontaminant dezinfekénich roztok(

» kolonizace dychacich cest u 40 — 90 %

» nékteré hniloby pacientu trpicich CF
Pseudomonas L .
_ duznatych organu | ¢ zanéty mocovych cest, mozkovych
aeruginosa
* skvrnitost listd blan, stfedniho ucha

* hnisani kdze po popaleninach

Burkholderia cepacia byla prvné popsana roku 1949 jako pavodce hniloby

cibulovitych rostlin. Teprve pozdéji byla popsana jako lidsky patogen zpusobujici
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nosokomialni infekce. Zavaznost infekce spociva v priméarni rezistenci na vétSinu antibiotik
a snadném Sifeni mezi pacienty s cystickou fibrozou (CF). Spolehlivou metodou detekce
Burkholderia cepacia pfimo v klinickém materialu je nested-PCR se dvéma pary primeru
na oblast genu recA, ktery je konzervovan v ramci celého komplexu B. cepacia.

Pojem ,druh Burkholderia cepacia" je pouhé zjednoduSeni pro klinickou praxi. Neni
pouze jedna ,B. cepacia“, zpusobujici hnilobu cibule a odpovidajici za ,cepacia syndrom*
u pacientd s CF. Bylo identifikovano 10 genomovarl (geneticky pfibuznych druhd), které
tvori tzv. Burkholderia cepacia komplex. Kazdému genomovaru byl pfifazen binomicky nazev
(Tab. VIII). Nejcastéji se vyskytuji genomovary Il, Ill a IV. Nejvétsi komplikace (zhorSeni
funkce plic a ,cepacia syndrom“) jsou zplsobeny genomovarem i

(http://www.Imq.cz/index.php?kateqorie=2&lang=cze&skupina=5).

Tab. VIII: Genomovary Burkholderia cepacia

(PFfevzato z http://www.Img.cz/index.php?kategorie=2&lang=cze&skupina=>5)

Genomovar | Rodovy a druhovy nazev

I B. cepacia
I B. multivorans
1l B. cenocepacia
v B. stabilis
\Y B. vietnamiensis
VI B. dolosa
Vi B. ambifaria
VI B. anthina
IX B. pyrrocinia
X (?) B. ubonensis

Pozn.: PfisluSnost B. ubonensis (potencionalniho genomovaru X) k tzv. Burkholderia cepacia komplexu jesté neni

potvrzena.

2.3 Vybrand onemocn éni

2.3.1 Cysticka fibroza

Cysticka fibroza (CF), nebo-li mukoviscidosa, je vrozené onemocnéni.

Pravdépodobnost narozeni ditéte kavkazoidni rasy trpiciho CF je 1:2500 narozenych déti.
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V rédmci africké a asijské rasy je vyskyt vzacnéjsSi (1:17 000). Nemoc se projevi jen u jedincd,
ktefi maji defektni variantu v genu kodujiciho chloridovy kanal epitelovych bunék (Cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator, CFTR), lokalizovaném na chromosomu 7,
v recesivné homozygotni formé.

Jednd se o multisystémové onemocnéni charakterizované poruchou funkce Zlaz
s vnéjSi sekreci (Zlazy produkujici hlen a potni Zlazy) v rdmci respiracniho a traviciho traktu.
V bunikach plic a stfev dochazi k poruSe transportu chloridovych iontd (CI") pfes bunéénou
membranu a nasledné také v regulaci jinych kanall. Vysledkem je akumulace chloridovych
a sodnych iontd mimo buriky, proto setémto lidem historicky fikalo ,slané déti“. Akumulace
iontd vede k akumulaci hlenu v plicich, kde nasledné dochazi k uzavirani bronchiol a tim
k dychacim obtizim. V pfipadé stfevni formy CF dominuje zahusténi sekretu slinivky bfisni
s naslednou ztratou produkce travicich enzym(, které je nutné dodavat. U muZskych
pacientd dochazi k zahusténi seminalni tekutiny, uzavéru chamovodu a nasledné
neplodnosti. Onemocnéni ma nejcastéji plicni projevy, které vedou u vétSiny pacientd
k pfed€asné umrtnosti okolo 30-ti let.

Osoby trpici CF jsou zvlaSté nachylné k plicnim infekcim se Sirokym okruhem
bakterii. Typickymi patogeny jsou Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae,
Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia komplex a jiné Gram-negativni
nefermentujici  ty€inky, zahrnujici  Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter
xylosoxidans a Pandoraea sp. Mezi méné €asté organismy u CF pacientl patfi druhy rodu
Ralstolnia (Coyene a kol., 2005; Grody, 1999;
http://www.Img.cz/index.php?kategorie=2&lang=cze&skupina=5;http://www.britannica.com/E
Bchecked/topic/148824/cystic-fibrosis-CF).

Sanci pro lidi trpici CF je genova terapie. V&dci vyuzivaji rekombinantnich technologii

a virovych vektord (napf. adenoviry), kationovych polymernich vektord nebo kationovych
liposomU, schopnych produkovat normalni kopii genu CFTR. Stale vSak jeSté nebyla
pfekonana hlavni Uskali genové terapie CF — jak dosahnout stabilni dlouhodobé exprese
zdravého genu (nejlépe dopravenim do kmenovych hlenotvornych bunék), nebo jak prekonat
vyvoj imunitni reakce proti vektorlim pfi opakovaném podavani transientné exprimovanych
kopii zdravého genu. Hlavnim pilifem terapie CF u nemocnych s pfevazujici plicni formou
onemocnéni tak zustava maximalizace clearance hlenu a boj proti infekcim.

VétSina studii zabyvajici se problematikou identifikace infekénich agens u pacientu
trpicich CF ukazala, Zze Pseudomonas aeruginosa je nej¢astéji izolovanym druhem a je
nasledovan Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia a Achromobacter
xylosoxidans. Tyto organismy se liSi v patogennim potencialu a v mife pfenosnosti z jednoho
¢lovéka na druhého a jejich identifikace na druhovou Urover je z klinického hlediska kritick&a

pro pacienty s CF. Konvenéni metody nejsou v téchto pfipadech vzdy vhodné, zejména
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pro rozliSeni genomovarl, a proto bylo vyvinuto nékolik genetickych metod, nejcastéji
zaméfenych na 16S rDNA gen — PCR-RFLP, SSCP (polymorfismus konformace
jednoretézcu) a sekvencovani (Ferroni a kol., 2002).

Identifikaci bakterii izolovanych ze vzorkd od pacientu trpicich CF se zabyvalo nékolik

studii shrnutych v tabulce IX.

Tab. IX: Priklady studii zabyvajici se identifikaci Gram-negativnich ty¢inek u pacientt s CF

Pouzité techniky U éel Citace
* PCR (16S rDNA gen) identifikace nefermentujicich
_ _ Mellmann a kol. (2008)
 MALDI-TOF MS Gram-negativnich ty€inek
identifikace v rdmci rodu
* PCR (16S rDNA gen) , Coyene a kol. (2005)
Ralstolnia
* SSCP
» konvenéni testy identifikace Gram-negativnich

Lo .. Ferroni a kol. (2002)
» systém API 20NE nefermentujicich tyCinek

* PCR (16S rDNA gen)

» komercni systémy

« fenotypové testy
o . identifikace Gram-negativnich | Reik a kol. (2005)
* enzymaticka analyza _ _
_ o nefermentujicich tycinek, hlavné | Coenye a kol. (2001)
* AFLP fingerprinting

« RFLP

v rdmci Burkholderia cepacia Henry a kol. (2001)

komlexu Whitby a kol. (2000)
 analyza mastnych kyselin

* PCR (gen recA)
* Rapid NF Plus
» API Rapid NFT

» automaticky systém Vitek a

identifikace nefermentujicich
tyCinek, hlavné Burkholderia Kiska a kol. (1996)

cepacia
Remel

Mellmann a kol. (2008) se ve své studii zabyvali detekci a identifikaci
nefermentujicich Gram-negativnich ty¢inek 37 rod zahrnujici 248 izolatd (Pseudomonas,
Burkholderia, Stenotrophomonas aj., Pfiloha 10.9) z duvodu jejich kolonizace hlavné u lidi
trpicich CF. Problémem identifikace studované skupiny byly fenotypové zmény. PCR byla
zaméfena na 16S rDNA gen a pak néasledovala MALDI-TOF MS (Matrix-associated laser

desorption ionization-time-of-flight mass spectrometry), ktera je vhodna pro analyzu proteina.
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Problémim CF se ve své studii zabyvali Coyene a kol. (2005), ktefi se zaméfili na rod
Ralstolnia (R. basilensis a R. metallidurans). Kvuli rychle se ménici taxonomii tohoto rodu
a nedostatku rychlych a spolehlivych metod pro druhovou identifikaci, je vyskyt identifikovan
jako Ralstolnia sp. Popsali systém PCR zaméfenych na 16S rRNA pro druhy Ralstolnia
mannitolilytica, R. pickettii, R. insidiosa a R. respiraculi. PouZivali dva péary primerd — RalGS-
F a RalGS-R amplifikujici fragment 16S rDNA genu vSech druhd rodu Ralstolnia, druhy par
Rres-F a Rres-R zamifen na druhové-specifické sekvence v hypervariabilnich oblastech V3
a V8 16S rRNA genu R.respiraculi. U pacientl s CF se nej¢astéji vyskytuji Ralstolnia
mannitolilytica, Burkholderia cenocepacia, B. multivorans, B. gladioli a Pandoraea
pnomenusa.

Identifikaci atypickych nefermentujicich Gram-negativnich tyCinek, které se vyskytuji
nejcastéji ve sputu pacientu trpicich CF, se zabyvali Ferroni a kol. (2002). Pracovali s 1 257
izolaty od 259 pacientd trpicich CF, 1 093 byly nefermentujici Gram-negativni tyc€inky.
Vzorky sputa byly rozetfeny po krevnim agaru a kultivovany pfi 35 /48 h a nasledn & pfi 25
C/6 dni a na Mueller-Hintonov é agaru byla uréena citlivost k antibiotikim. Vzorky byly
identifikovany podle strategie zaloZzené na pfedchozich vysledcich ziskanych v laboratofi
kapilarni elektroforézou — SSCP (Pfiloha 10.10). Déle byly vyuzivany konvenéni testy, API
20NE systém (Bio-Merieux) pro fenotypickou identifikaci a PCR zaméfena na 16S rDNA gen.
Konvenénimi metodami bylo mozné identifikovat 1047 izolatd — Pseudomonas aeruginosa
(1 020), Achromobacter xylosoxidans (17), Stenotrophomonas maltophilia (7). Genotypové
bylo identifikovano 46 izolati — Pseudomonas aeruginosa (19), Achromobacter xylosoxidans
(10), Stenotrophomonas maltophilia (9), Burkholderia cepacia genomovar /Il (3),
B. vietnamiensis (1), B. gladioli (1) a Ralstolnia mannitolilytica (3).

Problémem konvenéni identifikace Burkholderia cepacia je existence nékolika
genomovarl souhrnné oznacovanych jako Burkholderia cepacia komplex. V ramci komplexu
jsou schopnosti identifikace nedostacujici. Chronicka mikrobiélni kolonizace je vyznamnou
pri¢inou chorobnosti a umrtnosti u lidi trpicich CF, a proto je z klinického hlediska nutné
rozliSeni v ramci této skupiny. U lidi s normalni imunitni odpovédi se infekce B. cepacia
vyskytuji sporadicky. Problémem pfi terapii je odolnost proti vétSiné antimikrobiélnich agens.
Jsou pouzivany komeréni systémy, fenotypové testy, enzymova analyza, AFLP
fingerprinting, analyza mastnych kyselin a analyza zaloZzena na PCR se zaméfenim na gen
recA (Schéma 6) (Reik a kol., 2005; Coyene a kol., 2001; Henry a kol., 2001; Whitby a kol.,
2000).
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Schéma 6: Identifikace genomovar B. cepacia na zakladé PCR (Upraveno podle Whitby

a kol., 2000)
neznamy izolat Burkholdenia cepacia komplex
PCR s G1/G2
pozitivni negativni
jenamaovar :” B. multivorans
genom?yar B. vietnamensis
E. stabilis
PCR s PCR s G
SPR3/G1 SPR4/G1 _ '
pozitivni pozitivni pozitivni negativni
genomovar | enomavar | : . ;
genomovar I g B. mulivorans B wvietnamensis

B. stabilis

2.3.2 Chronicka obstruk ¢&ni plicni nemoc

Chronicka obstrukéni plicni nemoc (Chronic obstructive pulmonary disease, COPD,
¢esky CHOPN) je onemocnéni charakterizované omezenim schopnosti prutoku vzduchu
v prGdusnicich (bronchialni obstrukce) (Musil a kol., 2005). Jedna se o postupné
se zhorsujici onemocnéni dychaci soustavy, které se vyznacuje poskozenim plicni tkané a je
charakterizované fadou symptomdu, zejména bronchitidou a destrukci plicniho parenchymu
(rozSifeni dychacich cest spojené s destrukci stény bez pFitomnosti fibrdzy)
(http://www.britannica.com/EBchecked/topic/116147/chronic-obstructive-pulmonary-disease-
COPD).

Vyskyt CHOPN vysvétluji dvé teorie — (l.) teorie nerovnovahy mezi proteasami

a antiproteasami a (lIl.) teorie oxida¢niho stresu (oxidanty v cigaretovém koufi). Vnitfnimi
rizikovymi faktory je genetickd vybava a vnéjSimi koufeni cigaret, povolani, znecisténi
ovzduSi a rekurentni (opakujici se) bronchopulmonarni infekce. Genetické pficiny
se vyskytuji vzacnéji, napf. geneticky defekt, ktery ma za nasledek nedostatek enzymu al-
antitrypsinu, hraje roli ve fyziologické opravé plicni tkané.

Hlavnimi problémy pfi CHOPN je vysokd prevalence, morbidita, mortalita
a neexistence léku, ktery by zabranoval rozvoji této nemoci. Je mozné pouze zlepsit kvalitu
Zivota nemocnych pomoci bronchodilataéni 1éEby (Musil a kol., 2005). Postup onemocnéni
zhorsuji predevsim akutni vzplanuti (exacerbace), které jsou zplusobeny mj. virovymi nebo
bakterialnimi infekcemi. Prevence (vakcinace proti chfipce a imunomodulace) a disledna
léEba infekci je proto podobné jako u cystické fibrozy dilezitym pilifem pée o nemocné
trpici CHOPN (Raclavsky, ustni sdéleni).
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3. CILE PRACE

Cilem predloZené diplomové prace bylo:

1. Prubézné (prospektivné) shromazdovat primarni izolaty bakterii z klinickych vzork(
z hornich a dolnich cest dychacich pacientd trpicich cystickou fibr6zou (CF) nebo
chronickou obstrukéni plicni nemoci (CHOPN) a provadét nejméné 1x tydné jejich
identifikaci pomoci PCR-HRMA.

2. U ziskanych izolatd shromazdovat vysledky konvenéni rutinni identifikace a prabézné je
konfrontovat s vysledky identifikace pomoci PCR-HRMA. Pfipadné diskrepance objasnit
podrobnou komer¢ni identifikaci.

3. Vyhodnaotit citlivost, specifitu a presnost konvenéni rutinni identifikace a PCR-HRMA.

4. Zhodnotit potencial pouziti PCR-HRMA v rutinni identifikaci nefermentujicich Gram-

negativnich ty€inek ziskanych z klinického materialu.
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4. MATERIAL A METODY

41 Material

Bakterialni kmeny vyskytujici se u pacientl trpicich cystickou fibrozou (CF) nebo
chronickou obstrukéni plicni nemoci (CHOPN) byly ziskany v ramci rutinniho provozu Ustavu
mikrobiologie Lékarské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci a Fakultni nemocnice
Olomouc v obdobi od zafi 2009 do z&fi 2010. Takto ziskané kmeny byly pfeoCkovany
do &isté kultury a nasledné uloZeny do sbirky klinickych izolatd bakterii Ustavu mikrobiologie.
Ve studii bylo pouzito celkem 275 klinickych izolatt (Tab. X, Pfiloha 10.11) od 65 pacienta.

Tab. X: Zastoupeni jednotlivych rodd/druhl pouzitych ve studii

Rod/Druh Zastoupeni kmen
CF CHOPN | Celkem
Acinetobacter 3 5
Achromobacter 0 1 1
Burkholderia cepacia 12 3 15
Enterobacter 4 5 9
Escherichia coli 5 7 12
Klebsiella 7 9 16
Enterococcus 2 2 4
Moraxella catarrhalis 9 5 14
Morganella morganii 0 1 1
Proteus vulgaris 1 0 1
Pseudomonas 43 15 58
Serratia marcescens 0 1 1
Staphylococcus 45 18 63
Stenotrophomonas maltophilia 1 5 6
Streptococcus 38 30 68

Pozn.: + 1 neidentifikovany vzorek (nenarostl po vyockovani ze sbirky)

Celkové procentudlni zastoupeni Gram-negativnich nefermentujicich tyCinek
testovanych ve studii je 30,91 % (85/275).
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Pro podrobnou PCR-HRMA identifikaci vramci rodu Pseudomonas bylo pouZzito
srovnani s referenénimi kmeny (Tab. XlI) ze sbirky Klinickych izolati bakterii Ustavu

mikrobiologie, které pochazeji z Ceské narodni sbirky typovych kultur (CNCTC).

Tab. XI: Pouzité referenéni kmeny pro dodate¢nou identifikaci v ramci rodu Pseudomonas

Druh Cislo kmene Za fazeni v rdmci CNCTC
Pseudomonas aeruginosa P1/51 5537"
Ps. alcaligenes P1/52 5784"
Ps. amyloderamosa P1/58 5783
Ps. fluorescens P1/57 5793'
Ps. putida P1/53 5802'
Ps. stutzeri P1/54 5484 '

4.2 Reagencie

Kultivace kultur:

Columbia krevni agar (Trios s.r.o., Ceska republika)

Mueller-Hinton agar (Trios s.r.o., Ceska republika)

Reagencie pro izolaci DNA, PCR-HRMA a doplrikové testy:

96% ethanol (Lachema, Ceska republika)

aceton (Lachema, Ceska republika)

deionizovanéa voda (dH,0)

dNTPs (100 pmol/l) (Promega, USA)

krystalova violet (Lach-Ner, Ceska republika)

LCGreen™P"* (BioChem, USA)

LugolGv roztok (Lach-Ner, Ceska republika)

NaCl (Lach-Ner, Ceska republika)

PCR olej (Top-Bio, Ceska republika)

PCR pufr — kompletni (10x) (Top-Bio, Ceska republika)

PCR voda (PCR-H,0) (Top-Bio, Ceska republika)

primery 16S-27f 5-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3" (East Port, Ceska republika)
16S-519r 5-GWA TTA CCG CGG CKG CTG-3" (East Port, Ceska republika)
V1f 5-GYG GCG NAC GGG TGA GTA A-3‘ (East Port, Ceska republika)
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V1r 5-TTA CCC CAC CAA CTA GC-3* (East Port, Ceska republika)

V3f 5'“CCA GAC TCC TAC GGG AGG CAG-3' (East Port, Ceska republika)

V3r 5-CGT ATT ACC GCG GCT GCT G-3' (East Port, Ceska republika)

V6f 5'-TGG AGC ATG TGG TTT AAT TCG A-3' (East Port, Ceské republika)

V6r 5'-AGC TGA CGA CAN CCA TGC A-3' (East Port, Ceska republika)
safranin (Lachema, Ceska republika)
Taq polymerasa (Top-Bio, Ceska republika)

Eubakterialni par primert 16S-27f (E. coli: 8-27 16S rDNA) a 16S-519r (E. coli: 536-

519 16S rDNA) byl navrzen puvodné pro rod Mycobacterium, ale je i vhodny
pro nefermentujici Gram-negativni tyCinky (http://rdna2.ridom.de/static/primer.html; Mellmann
a kol., 2008). Pary primert V1f a V1r, V3f a V3r a V6f a V6r byly pfevzaty z Yang a kol.
(2009).

Komeréné dodavané kity a soupravy:
DNA isolation kit (GeneProof, Ceska republika)

identifikacni Phoenix bujon s McFarlandovym standardem (Becton-Dickinson, USA)
Phoenix ATS indikator (Becton-Dickinson, USA)

OXltest (PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.0., Ceska republika)

souprava ITEST kryobanka B (ITEST plus s.r.o., Ceska republika)

4.3  Laboratorni vybaveni a software

automatické pipety (LabSystem, Ceska republika)

automaticky identifikani systém Phoenix (Becton-Dickinson, USA)
bakterialni klicky (Nunc, Dansko)

biologicky termostat BT120 (Labio, Ceska republika)

hlubokomrazici box s pfisluSenstvim (Sanyo, Japonsko)

chladici stojan na PCR zkumavky (Eppendorf, Némecko)

chlazené centrifuga EBA 12R (Hettich Zentrifugen, Némecko)

kahan (Trystom s.r.o., Ceska republika)

laboratorni inkubétor (termostat) INCUCELL (BMT, Ceska republika)
laminarni box EM Box 180 (Ekom, Ceska republika)

mikroskop Olympus CX41 (Olympus, Japonsko)

mikrozkumavky typu Eppendorf (0,2 ml, 1 ml a 1,5 ml) (Eppendorf, Némecko)
mini-centrifuga (Labnet International, Velk& Britanie)

plastové sterilni Spi¢ky (10 — 1000 ul) (AlphaLaboratories, Velka Britanie)
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podlozni sklicka (DispoLab, Ceska republika)
RotorGene™ 6000 (Corbett Life Science (Quiggen), Némecko)
tepelny blok Thermo Shaker TS-100 (BioSan, Ceska republika)

vortex-Genie2 (Scientific Industries, USA)

Bioedit (volné dostupny program, http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)
Excel 2003 (Microsoft, USA)
Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7.40 (Corbett Life Science (Quiagen), Némecko)

4.4

4.4.

Metody

1 Kultivace bakterii

Postup:

1.

Jedna bakterialni kolonie byla pfeoCkovana bakterialni klickou na Columbia krevni agar

a kultivovana v inkubatoru pfi 35 T po 24 h.

2. Narostlé bakterialni kolonie byly pfeoCkovany do kryozkumavky, kterd byla oznafena
(ndzev, datum) a uchovavana v hlubokomrazicim boxu pfi -80 <.

4.4.2 lzolace DNA komer €nim kitem

Izolace DNA byla provadéna pomoci GeneProof DNA isolation kit podle instrukci

vyrobce.

Postup:

3. Jedna bakterialni kolonie byla sklizena bakterialni klickou a suspendovana ve 200 ul
deionizované vody v 1,5 ml mikrozkumavce typu Eppendorf.

4. Bylo pfidano 25 ul proteinasy K (koncentrace 22,2 mmol/l), 200 ul pufru 3, smés byla
promichana vortexovanim a inkubovana 15 min pfi teploté 70 < v tepelném bloku.

5. Bylo pfidano 210 ul 96% ethanolu, vzorek byl pfenesen z mikrozkumavky na kolonku
umisténou v zachytné zkumavce a centrifugovan (11 000 g, 2 min).

6. Kolonka byla pfenesena do nové zachytné zkumavky (collecting tube), bylo pfidano 500
pl promyvaciho pufru a smés byla centrifugovana (11 000 g, 2 min).

7. Kolonka byla pfenesena do nové zachytné zkumavky, bylo pfidano 600 pl pufru 5 a smés

byla centrifugovana (11 000 g, 2 min).
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8. Kolonka byla pfenesena do nové zachytné zkumavky a pomoci centrifugace (11 000 g,
2 min) dosuSena.

9. Kolonka byla pfenesena do nové mikrozkumavky (1,5 ml), bylo pfiddno 100 pl
pfedehfatého eluéniho pufru, smés byla inkubovana pfi pokojové teploté 1 min
a centrifugovéna (11 000 g, 2 min).

10. Mikrozkumavka se vzorkem DNA byla oznatena (nazev, datum) a pouzita pfimo

pro PCR amplifikaci nebo skladovana pfi -20 C.

4.4.3 Tepelna izolace bakterialni DNA

Postup:
1. Jedna bakterialni kolonie byla odebrana bakterialni klickou a resuspendovana v 50 pl

autoklavované dH,O v 1 ml nebo 1,5 ml mikrozkumavce typu Eppendorf.

Smeés byla inkubovana 20 min pfi teploté 99 T a rpm 440 v tepelném bloku.

Smeés byla centrifugovana (13 000 g, 5 min).

Bylo odebrano 25 pl supernatantu, mikrozkumavka se vzorkem DNA byla oznaena

(ndzev, datum) a pouZita pfimo pro PCR amplifikaci nebo skladovana pfi -20 <C.

4.4.4 PCR s naslednou analyzou tani

Postup:
1. Byla pfipravena reakéni smés (Tab. XII).

Tab. XllI: SloZeni reakéni smési pro jednu PCR reakci

Reagencie MnozZstvi [ ]
PCR-H,0O 14,24
LCGreen™Fs* (10x) 2,0
DNA pufr — kompletni (10x) 2,0
dNTPs (25 mmol/l) 0,16
forward primer (100 pmol/l) 0,1
reverse primer (100 pmol/l) 0,1
Tag polymerasa (5 U/ul) 0,4
DNA templéat 1,0

2. Smés byla prevrstvena 20 ul PCR oleje a amplifikovana v termocykleru RotorGene 6000.
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Podminky PCR reakce:
pocatecni denaturace 95 C, 5 min
1. denaturace 95 C, 60 s
2. hybridizace primertd (annealing), 53 C, 60 s 28 cykll

3. prodluZzovani primerl (extension), 72 C, 90 s

kone&na extenze primerd, 72 T, 7 min

Bezprostiedné po skonéeni amplifikace nasledovala analyza tani s vysokym
rozliSenim (High resolution melting analysis, HRMA) v rozmezi teplot 55-95 T s rychlosti
0,543 T/s. Vysledky analyzy tani byly graficky zpracovany do podoby normalizovanych
a derivovanych kfivek tani pomoci programového vybaveni RotorGene™ 6000 v souladu
s doporuéenimi vyrobce. Pro zlepSeni vizualni &itelnosti pribéhu derivovanych kfivek bylo
pouzito digitalni vyhlazeni pribéhu kfivky s pouzitim stupné ,heavy digital filter”.

Celkova analyza vzorku pomoci PCR-HRMA trvala 164 min.

4.45 Barveni dle Grama

Postup:
1. Na podlozmi sklicko byla bakterialni kli€kou rozetfena kapka fyziologické roztoku (0,9%

roztok NaCl) a jedna bakterialni kolonie a po zaschnuti suspenze byla provedena fixace
nad kahanem.

Bylo provedeno barveni krystalovou violeti po dobu 20 s.

Bylo provedeno barveni Lugolovym roztokem po dobu 20 s.

Skli¢ko bylo oplachnuto acetonem a nasledné destilovanou vodou.

Bylo provedeno barveni safraninem po dobu 60 s.

S T

Preparét byl vyhodnocen pod mikroskopem.

4.4.6 Test na stanoveni aktivity oxidasy

Postup:
Na indika¢ni prouzek (OXltest) byla klickou rozetfena jedna bakterialni kolonie.

V pfipadé zpozorovani zmodrani je vzorek vyhodnocen jako oxidasa-pozitivni (N,N-dimethyl-
1,4-fenyldiamin a a-naftol vytvofi pfi kontaktu s xidasou indolfenolovou modf), jinak je

oxidasa-negativni.
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4.4.7 Ovéreni identifikace kmen G s vyskytem diskrepanci videntifikaci r  Gznymi

metodami

Identifikace kmenu, u kterych se vyskytly diskrepance (rozdily) mezi vysledkem
identifikace na zékladé vizualniho porovnani kfivek tani a rutinni identifikaci konvenénimi
mikrobiologickymi postupy byla ovéfena pomoci komeréniho automatického systému

pro identifikaci bakterii (Phoenix).

Postup (dle navodu vyrobce):

1. Jednotlivé kolonie byly odebrany bakteridlni klickou z Mueller-Hinton agaru
a resuspendovany v identifikacnim Phoenix bujénu.
Ke kapce Phoenix ATS indikatoru byl pfidan bujon se suspenzi.

3. Panel byl vloZen do pfistroje Phoenix, inkubovan pfi 35 € a pr ibézné skenovan.

4.4.8 Stanoveni citlivosti, specifity a p Fesnosti konven €ni fenotypové identifikace
a PCR-HRMA
Citlivost identifikacni techniky byla vypocitana jako podil poctu izolata, pro které
metoda vydala vysledek identifikace, z celkového poctu izolatd, které byly danou identifikacni

metodou vySetieny.

Specifita identifikacni techniky byla vypocitana jako podil poctu izolatl, pro které
dand technika nevydala faleSny vysledek (tj. vydala spravny vysledek nebo nevydala zadny

vysledek identifikace), z celkového poctu izolata.
Pfesnost identifikacni techniky byla vypocitana jako podil poctu izolatl, pro které

dana technika vydala spravny vysledek, z celkového poctu izolatl, pro které metoda vydala

vysledek identifikace.
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5. VYSLEDKY

Vysledky v ramcipfedkladané diplomové praci byly ziskdny a zpracovany
v laboratofich Ustavu mikrobiologie Lékafské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci

a Fakultni nemocnice Olomouc.

5.1 Srovnaniizolace DNA komer ¢&ni soupravou a pomoci tepelné izolace

LevngjSi a rychlejSi tepelnd izolace DNA byla srovnana s izolaci DNA pomaoci
soupravy — GeneProof DNA isolation kit. K amplifikaci byl pouzit par primer 16S-27f a 16S-
519r zacileny na oblast 16S rDNA genu. V grafu 4 je demonstrovana shoda mezi zminénymi
metodami izolace DNA pfi analyze tani reprezentativnich kfivek pro Acinetobacter sp.,

Burkholderia cepacia, Pseudomonas aeruginosa a Stenotrophomonas maltophilia.

jsou Sirsi.
0,75 -|
0,55 -|

0,35 -

-dF/dT

-0,25

teplota [C]

Graf 4. Demonstrace shody pfi pouZiti izolace DNA pomoci GeneProof DNA isolation kit
a tepelné izolace prostfednictvim reprezentativnich kfivek tani pro Acinetobacter sp.,

Burkholderia cepacia, Pseudomonas aeruginosa a Stenotrophomonas maltophilia.
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5.2 16S rDNA gen — oblasti nasedani pouzitych par @ primer G

Pary primerl pouzité ve studii (F+R, V1, V3 a V6) jsou zaméreny na 16S rDNA gen
(Schéma 7), ktery obsahuje hypervariabilni oblasti, které jsou vhodnym cilem pro identifikaci
pomoci genotypovych metod. Oblasti nasedani nami pozitych primert (Tab. XlII) byly

zjiStény porovnanim sekvenci jednotlivych primert a 16S rDNA genu.

Schéma 7: 16S rDNA gen se znazornénim nasedani jednotlivych pard primerd

16S rDNA gen (1542 bp)

F+R-27f F+R-519r
» <

PCR produkt paru primert F+R

V1-f V1-r V3-f V3-r V6-f V6-r
> < | S | > |
PCR produkt PCR produkt PCR produkt
paru primera V1 paru primert V3 paru primert V6
100 bp primer

Tab. XIlI: Ciselné pozice nasedani pouZitych primer

Primer Oblast nasedani primeru [bp]
16S-27f 8-27
F+R
16S-519r 519 - 536
f 46 - 64
Vi
r 109 - 125
f 334 -354
V3
r 519 - 537
f 961 - 982
V6
r 1066 - 1084

5.3  Algoritmus identifikace

Pro identifikaci pfipadného neznamého vzorku byl vytvofen algoritmus, znazornény
ve schématu 8 a podpofen grafy 5 — 7A-C, které zobrazuji reprezentativni kfivky tani

studovanych kmenu. Algoritmus kombinuje vysledky z analyzy tani a barveni dle Grama.
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Schéma 8: Algoritmus identifikace bakterii

4[ Aci. sp. ]
G- ty€inky

Aci. sp. Gram

Mor. catarrhalis +/-

Aci. sp. G- diplokoky
Mor. catarrhalis 4[ Mor. catarrhalis ]
Ps. aeruginosa
—[ Ps. aeruginosa ]
v Entb. sakazakii
z Entc. sp. Entb. sakazakii
o E. coli E. coli
F+R Kl. sp. Kl. sp.
R Mo. morganii Mo. morganii
E Pro. vulgaris Pro. vulgaris
Se. marcescens Se. marcescens
K Ste. maltophilia
—_
— —[ Ste. maltophilia
—[ Ps. sp. non aeruginosa ]
—[ Sta. aureus
—[ Sta. sp. koagulasa negativni ]
—[ Str. sp. viridujici ]
V1
—[ Str. sp. ]—
—[ Str. sp. anhemolyticky ]

Pozn.: Aci. ~ Acinetobacter; Achr. ~ Achromobacter; Bu. ~ Burkholderia; Entb. ~ Enterobacter; Entc. ~
Enterococcus; E. coli ~ Escherichia coli; Kl. ~ Klebsiella; Mor. ~ Moraxella; Mo. ~ Morganella; Pro. ~
Proteus; Ps. ~ Pseudomonas; Se. ~ Serratia; Sta. ~ Staphylococcus; Ste. ~ Stenotrophomonas a Str. ~
Streptococcus
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Graf 5: Demonstrace rozliSeni paru primerd F+R (Acinetobacter sp., Achromobacter sp.,

Burkholderia cepacia, Enterobacteriaceae, Enterococcus sp., ,
Pseudomonas  aeruginosa, Pseudomonas sp., Staphylococcus  aureus,
Staphylococcus sp. koagulasa negativni, Stenotrophomonas  maltohpilia

a Streptococcus sp.).
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0,9
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8

-0,3 - teplota [C]

Graf 6: Demonstrace Spatného rozliSeni v ramci Celedi Enterobacteriaceae (Enterobacter

sakazakii, Escherichia coli, Klebsiella sp., , Proteus vulgaris

a Serratia marcescens) pomoci pard primert F+R.
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Graf 7: Demonstrace rozliSeni (A) Acinetobacter sp., a Pseudomonas

aeruginosa pomoci paru primera V1; (B) Enterobacteriaceae, Enterococcus sp.
a Stenotrophomonas maltophilia na zékladé péru primerd V6 a (C) Streptococcus sp.

viridujici a pomoci paru primera V1.

V naSi studii byly pouZity ¢tyfi pary primerd oznacené F+R (16S-27f a 16S 519r), V1,
V3 a V6, zacilené na variabilni oblasti 16S rDNA genu. Ze ziskanych vysledku se jako
nejvice perspektivni jevi par primerd F+R, ktery byl pouZit pro pocatecni rozdéleni.
Identifikace skupin, které nebylo mozné rozliSit pomoci paru F+R, bylo umoznéno jednim
z para primerd V1 a V6. Rody Acinetobacter a Moraxella Ize rozliSit pomoci barveni dle

Grama. Ani jeden zpouzitych parQd primerd neumoznil rozliSeni v ramci celedi
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Enterobacteriaceae. Nejméné& vhodnym pro identifikaci druhG pouzitych ve studii je V3,

jak prezentuje graf 8.

1,2

-dF/dT

0,2 - teplota [C]

Graf 8: Demonstrace nevhodnosti paru primerd V3 v identifikaci Acinetobacter sp.,
Achromobacter sp., Burkholderia cepacia, Enterobacteriaceae, Enterococcus sp.,
, Pseudomonas sp., Stenotrophomonas maltohpilia,

Staphylococcus sp. a Streptococcus sp.

5.3.1 RozliSeni vramci Pseudomonas sp.

Kromé& druhu Pseudomonas aeruginosa je mozné v klinickém materialu zachytit
i vz&cnéji se vyskytujici druhy, které nejsou v rutinnim provozu ¢asto podrobné identifikovany
a ve vysledku jsou oznaceny jako Pseudomonas sp. V ramci studie byly kfivky nélezejici
kmendm, které byly identifikované jako Pseudomonas sp., porovnany s kfivkami nalezicim
referenénim kmenum (Ps. alcaligenes, Ps. amyloderamosa, Ps. fluorescens, Ps. putida
a Ps. stutzeri) za pouZiti paru primert F+R (Schéma 9, Graf 9).

Ze srovnani bylo zjisténo, Ze kmeny identifikované jako Pseudomonas sp.,
zahrnovaly méné Casté kmeny Ps. alcaligenes/fluorescens/stutzeri (10) a Ps. putida (2).
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Schéma 9: RozliSeni v ramci skupiny Pseudomonas sp.

Ps. aeruginosa

s _ N
Ps. alcaligenes
Ps. fluorescens

\Ps. stutzeri )

Pseudomonas sp. ]—

Ps. amyloderamosa

‘[ Ps. putida

1

0,8 A

0,6 -

-dF/dT

0,4 -

0,2

0

82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93
teplota [C]

Graf 9: Demonstrace rozliSeni Pseudomonas aeruginosa, Ps. alcaligenes,

, Ps. fluorescens, Ps. putida a Ps. stutzeri.

5.4 Podpo feni identifikace pomoci barveni dle Grama a testu n  a stanoveni

aktivity oxidasy

U kazdého kmene bylo provedeno barveni dle Grama a poté byly vzorky prohlédnuty
pod mikroskopem. U nabarveného mikroskopického preparatu se posuzovalo zda je vzorek
Gram-negativni nebo Gram-pozitivni, tvar a pfipadné seskupeni bunék (Tab. XIV).

U Gram-negativnich ty€inek byl nasledné proveden test na stanoveni aktivity oxidasy
(OXiltest) (Tab. XIV). U rodu Pseudomonas dochéazelo k tvorbé indolfenolové modfi rychle.

V rdmci rodu Stenotrophomonas byla oxidasova aktivita variabilni.
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Tab. XIV: Vysledky barveni dle Grama a OXltestu

Rod Barveni dle Grama (G+/-) | OXltest
Acinetobacter sp. G- tyCinky (kokobacily) -
Achromobacter sp. G- tyCinky +
Burkholderia cepacia G- ty€inky +
Enterobacter sp. G- tyCinky -
Escherichia coli G- tyCinky -
Klebsiella sp. G- tyCinky -
Enterococcus sp. G+ koky -
Moraxella catarrhalis G- diplokoky +
Morganella morganii G- tyCinky -
Proteus vulgaris G- tyCinky -
Pseudomonas sp. G- tyCinky +
Serratia marcescens G- ty€inky -
Staphylococcus sp. G+ koky -
Stenotrophomonas maltophilia G- ty€inky +
Streptococcus sp. G+ koky -

5.5  Ovéreni identifikace pomoci automatického systému Phoen IX

V rdmci nasi studie se v 11 pfipadech objevily diskrepance (rozpory) mezi vysledkem
konvenéni fenotypové identifikace a na zakladé vizualniho posouzeni kfivky tani (HRMA).
Tyto kmeny byly podrobeny identifikaci pomoci automatického identifikacniho systému
Phoenix, ktery aplikuje oproti konvenéni fenotypové identifikaci rozsahlou sadu
biochemickych testll. Toto ovéfeni identifikace bylo laskavé provedeno Mgr. Kristynou
Hricovou. Prfipady diskrepance s vysledky identifikace rlznymi technikami jsou shrnuty
v tabulce XV.
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Tab. XV

: Ovéfeni identifikace kmenU s vyskytem diskrepanci

. Konven éni
Cislo ) _ L
fenotypova HRMA Phoenix Dopl nkové testy
kmene _ -
identifikace
, o Streptococcus G+ koky, oxidasa-
CF1-65 | neidentifikovano Streptococcus sp. . o
gordonii negativni
G- ty€inky,
o , rezistence
Gram-negativni ) . Serratia o
CF1-67 _ neidentifikovano ke kolistinu
tyCinka marcescens _
a schopnost Stépit
zelatinu
CF1-81 | neidentifikovano nepodafilo se vyockovat ze shirky
_ - Achromobacter | G- tyCinky, oxidasa-
CF2-37 | Achromobacter sp. | neidentifikovano S
sp. pozitivni
G- tyCinky,
rezistence
ke kolistinu a kratka
Haemophilus _ e _ biochemicka fada
CF2-48 | | neidentifikovano Proteus vulgaris o
influenzae (schopnost Stépit
mocovinu,
produkce indolu
a sirovodiku)
Haemophilus , o | G- ty€inky, oxidasa-
CF3-01 | . Enterobacteriaceae | Escherichia coli o
influenzae negativni
G- ty€ink
, _ Acinetobacter Y y
CF3-35 | Enterobacteriaceae | Acinetobacter sp. . (kokobacily),
baumannii , o
oxidasa-negativni
_ Pseudomonas G- tyCinky, oxidasa-
CF3-38 | Acinetobacter sp. Pseudomonas sp. S
sp. pozitivni
G- ty€inka,
Morganella _ -~ Morganella _
CF4-01 . neidentifikovano . rezistence
morganii morganii o
ke kolistinu
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Tab. XV: Ovéfeni identifikace kmenu s vyskytem diskrepanci - pokracovani

. Konven €ni
Cislo i . L
fenotypova HRMA Phoenix Dopl nkové testy
kmene _ -
identifikace
G- diplokoky,
_ . _ Moraxella butyrat esterasova
CF4-09 | neidentifikovano Acinetobacter sp. , L )
catarrhalis aktivita (Stépeni
indoxyl butyratu)
G- diplokoky,
Moraxella _ Moraxella butyrat esterasova
CF4-16 _ Acinetobacter sp. _ o
catarrhalis catarrhalis aktivita (Stépeni
indoxyl butyratu)

V jednom pfipadé kmen po zamraZeni a opé&tovném vyockovani nenarostl. Ve ¢tyfech
pfipadech byl kmen ve sbirce zastoupen pouze jedenkrat, a proto nebylo mozné provést
srovnani pomoci HRMA, u tfi z nich byla potvrzena konvenéni fenotypova analyza
a ujednoho ne. U Ctyf testovanych kmenl byla potvrzena identifikace pomoci HRMA.
TFi kmeny nebyly konvenénimi fenotypovymi metodami identifikovany, u jednoho byla

potvrzena identifikace pomoci HRMA a v jednom pfipadé se identifikace nepotvrdila.

5.6  Vyhodnoceni citlivosti, specifity a p Fesnosti konven éni fenotypové
identifikace a PCR-HRMA

Pfi vyhodnocovani citlivosti, specifity a pfesnosti konvenéni fenotypové identifikace
ve srovnani s vizualnim hodnocenim kfivek tani (PCR-HRMA) byl vynechan jeden izolat,
ktery se nepodafilo vyoCkovat po uloZzeni do sbirky. Vysledky identifikace studovanych

kmenu pomoci konvenéni fenotypové identifikace a PCR-HRMA jsou shrnuty v tabulce XVI.
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Tab. XVI: Souhrn ziskanych vysledku identifikace bakterii

Pocet i
. Poznamky
izolat G
Celkovy po €et kmen 275 | do vyhodnoceni zahrnuto 274 kmen
spravnd identifikace 268
. N CF4-09 Acinetobacter sp. — Moraxella catarrhalis
chybna identifikace 2 _ _
CF4-16 Acinetobacter sp. — Moraxella catarrhalis
< pro nizké zastoupeni (jen 1 izolat u kazdého druhu)
E nebylo mozZné proveést identifikaci na zakladé
T
o vizualniho srovnani kfivek tani
O . . , .
a neidentifikovano 4 CF1-67 Serratia marcescens
CF2-37 Achromobacter sp.
CF2-48 Proteus vulgaris
CF4-01 Morganella morganii
spravna identifikace 268
m CF2-48 Haemophilus influenzae — Proteus vulgaris
Lo
3§ . " CF3-01 Haemophilus influenzae — Escherichia coli
£ X| chybna identifikace 4 _ _
*g = CF3-35 Enterobacteriaceae — Acinetobacter sp.
<))
e CF3-38 Acinetobacter sp. — Pseudomonas sp.
neidentifikovano 2 CF1-65; CF4-09

Vysledky hodnoceni citlivosti, specifity a presnosti jsou shrnuty v tabulce XVII.
U obou zplsobu identifikace bylo dosazeno vysokych hodnot citlivosti, specifity a pfesnosti.
Konvenéni fenotypova identifikace pfevySuje PCR-HRMA v citlivosti, zatimco z hlediska
specifity a pfesnosti se jevi jako perspektivnéjSi zpusob detekce a identifikace bakterii
technika PCR-HRMA.

Tab. XVII: Vyhodnoceni citlivosti, specifity a pfesnosti konvenéni fenotypové identifikace

a PCR-HRMA

Zpusob identifikace Citlivost [%] Specifita[%] P | Fesnost[%]
PCR-HRMA 98,54 99,27 99,26
konvenéni fenotypova identifikace 99,27 98,54 98,53
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6. DISKUSE

PredloZena diplomova prace je zaméfena na identifikaci patogennich bakterii, hlavné
nefermentujicich Gram-negativnich tyCinek, pomoci techniky PCR s naslednou analyzou tani
s vysokym rozliSenim (High resolution melting analysis, HRMA). Pro amplifikaci bylo vyuZzito
Gtyf para primera (F+R, V1, V3 a V6), jejichz cilem byl 16S rDNA gen, ve étyfech paralelnich
reakcich.

Pfed zahajenim vlastnich experimentd byly srovnavany reprezentativni kfivky tani
nefermentujicich Gram-negativnich ty€inek (Acinetobacter sp., Burkholderia cepacia,
Pseudomonas aeruginosa a Stenotrophomonas maltophilia), jejichz DNA byla extrahovana
pomoci komeréni soupravy nebo tepelnou extrakci, pfi pouZiti paru primerd F+R. P¥i tepelné
kfivky tani a jeji analyze, kdy piky jsou Sirsi.

V rdmci naSich experimentd byla metoda testovana na kmenech, které byly ziskany
od pacientl trpicich cystickou fibrézou nebo chronickou obstrukéni plicni nemoci. Jednalo
se o0 zastupce rodl  Acinetobacter, Achromobacter, Burkholderia, = Enterobacter,
Enterococcus, Escherichia, Klebsiella, Moraxella, Morganella, Proteus, Pseudomonas,
Serratia, Staphylococcus, Stenotrophomonas a Streptococcus. Jednotlivé druhy je mozné

identifikovat pomoci algoritmu, ktery kombinuje vizualni_srovnani derivovanych kfivek tani,

pFi pouziti pard primerl F+R, V1 a V6 a barveni dle Grama. Nejvhodnéjsi pro identifikaci byl

par primer( F+R, zatimco V3 nebyl priliS vhodny a nebylo proto ani vhodné ho zahrnout
do algoritmu.

Pomoci kombinace vizualniho srovnani derivovanych kfivek tani a barveni dle Grama
bylo mozné studované rody mezi sebou navzajem rozlisit. Par primert F+R rozdélil kmeny
zahrnuté ve studii do osmi skupin. Pfimo Ize identifikovat druhy/rody Achromobacter sp.,
Burkholderia cepacia, Pseudomonas sp. non aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus sp. koagulasa negativni a Streptococcus sp.

V rdmci skupiny tvofené Acinetobacter sp., Moraxella catarrhalis a Pseudomonas
aeruginosa bylo mozné pouzitim paru primerd V1 identifikovat Ps. aeruginosa. Dvojici
Acinetobacter sp. a Moraxella catarrhalis Ize rozliSit pomoci barveni dle Grama,
kdy Acinetobacter sp. jsou Gram-negativni ty€inky a M. catarrhalis Gram-negativni diplokoky.

V rdmci rodu Pseudomonas bylo mozné pomoci paru primerd F+R navzjem rozlisit
Pseudomonas aeruginosa, Ps. amyloderamosa, Ps. putida a spole¢né druhy Ps. alcaligenes,
Ps. fluorescens a Ps. stutzeri, které nelze navzajem rozlisit. Taktéz jde timto parem primer(
odliSit Staphylococcus aureus od Staphylococcus sp. koagulasa negativnich kmenud. Pomoci
paru primerd V1 lIze rozliSit Streptococcus sp. viridujici kmeny od Streptococcus sp.

anhemolytickych kmenu.
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Velkou skupinu tvofi Celed Enterobacteriaceae, jejichz €leny nelze pomoci péru
primerd F+R rozliSit od Enterococcus sp. a Stenotrophomonas maltophilia, ale bylo to mozné
pomoci paru primert V6. Ani jeden z pouzivanych pard primerd neumoznil rozliSeni v ramci
Celedi Enterobacteriaceae (Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Proteus a Serratia).

Fakt, Ze neni mozné rozliSeni na Uroven druh( v ramci ¢eledi Enterobacteriaceae
pomoci kombinace pard primerd V1, V3 a V6, je vrozporu s vysledky prezentovanymi
ve studii Yang a kol. (2009). Tato nesrovnalost je pravdépodobné zapfi¢inéna pouZitim
rozdilného pfistrojového vybaveni pro HRMA, kdy jsme pouZivali RotorGene 6000 (Corbett
Life Sciece) a Yang a kol. (2009) pouzivali LightScanner (Ildaho Technology). MozZnosti
neshodnych vysledka pfi pouziti rozdilnych pfistrojd pro HRMA, pfipadné rlznych

integrujicich se barviv, se zabyvala studie Hermann a kol. (2006) (Graf 10).
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Graf 10: Normalizované kfivky tani pfi pouziti riznych pfistroju pro HRMA (Upraveno podle
Hermann a kol., 2006)
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Bakterie Celedi Enterobacteriaceae, vyskytujici se ve stfevnim traktu, neni mozné
rozlisit pomoci nami testované metody PCR-HRMA zacilené na variabilni regiony V1, V3
aV6 genu 16S rDNA. Tato skute¢nost neni prekvapiva, protoZze enterobakterie jsou
evoluéné velmi blizce pfibuzné. Pro jejich genetické rozliSeni by bylo pravdépodobné nutné
se zameéfit cilené na nékteré geny sekvencné dostatecné variabilni v ramci této celedi,
podobné jako ve studii Anbazhagan a kol. (2010), kdy bylo dosazeno rozliSeni pomoci
pouZiti multiplex PCR s néaslednou analyzou tani a bylo moZno rozlisit Citrobacter spp.,
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis
a Salmonella typhi (Graf 11). Multiplex PCR byla realizovana se tfemi pary primer( ve dvou
setech. Primery v ramciprvniho setu byly zaméfeny na geny uidA (E. coli), ntrA
(K. pneumoniae) a tuf (P. mirabilis) a druhy set na geny 16S rDNA (C. spp.), atpD
(E. cloacae) a viaB (S. typhi). Takovy pfistup je ovSem nakladné;jsi, komplikovangjsi a je Sity
na miru pouze této skupiné bakterii, neni univerzalné pouzitelny na kterykoli izolat
z klinického vzorku.
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Graf 11: Kfivky tani zastupcl celedi Enterobacteriaceae (Pfevzato z Anbazhagan a kol.,
2010)

ProtoZe naSe prace byla primarné zamérena na klinické vzorky z hornich a dolnich
cest dychacich u pacientu trpicich cystickou fibr6zou (CF) a chronickou obstrukéni plicni

nemoci (CHOPN), je kliC¢ovym vysledkem vykonnost PCR-HRMA ve vztahu pfedevsim
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k nefermentujicim  Gram-negativnim  ty€inkdm, které jsou dominantnimi patogeny
u dospélych nemocnych trpicich CF a hraji roli také u ¢asti komplikaci CHOPN.

Dulezita je také schopnost odliSit spolehlivé Staphylococcus aureus, ktery je
vyznamnym patogenem détskych nemocnych trpicich CF, a Haemophillus sp. pfip.
Moraxella catarrhalis, které hraji vyznamnou Ulohu v akutnich exacerbacich (vzplanutich)
CHOPN. Témér uvSech téchto druhl poskytuje PCR-HRMA v této praci velmi dobré
vysledky. Vyjimkou jsou pouze dvé chybné identifikace (CF4-09 a CF 4-16), kdy PCR-HRMA
izolaty identifikovala jako Acinetobacter sp., zatimco komeréni fenotypova identifikace
jednoznacné prokazala Moraxella catarrhalis. Pro odstranéni této chybovosti, ktera je zjevné
dana malymi rozdily mezi kfivkami tani téchto dvou druht, byly vtéto praci doplnény
jednoduché, rychle, snadno a levné proveditelné dodate¢né testy — barveni dle Grama,
detekce oxidasové aktivity a detekce butyrat esterasové aktivity (5tépeni indoxyl butyratu).
Z téchto testl jiz samotné barveni dle Grama u Moraxella catarrhalis prokaze diplokoky
na rozdil od kokoty&inek Acinetobacter sp. Identifikaci Ize jesté s kone¢nou platnosti potvrdit
prikazem butyrat esterasové aktivity jednoduchym papirkovym testem.

PCR-HRMA déle nevydala vysledek identifikace ve 4 pfipadech Gram-negativnich
ty€inek, coz bylo zplUsobeno nizkym zastoupenim téchto druhl ve studovaném souboru,
takZe nebylo mozné vysledek srovnat s dfive nepochybné identifikovanym kmenem. Tento
nedostatek by meél byt ve vétSiné pfipadu odstranén pfi dlouhodobég&jSim pouZzivani techniky.
Naopak konvenéni fenotypova identifikace, i kdyZ je metodou pouzivanou mnohem déle —
zcela chybné identifikovala ve 4 pfipadech (PCR-HRMA ve 2).

Srovname-li vysledky hodnoceni citlivosti, specifity a pfesnosti, tak Ize fict, Ze vySSi
citlivost konvenéni fenotypove identifikace (99,27 versus 98,54) je dana pravé historicky
delSim pouzivanim — méné Casto se u ni vyskytuji vysledky, které nelze interpretovat.
Naopak vyssi specifita a pfesnost PCR-HRMA (99,27 versus 98,54, resp. 99,2 versus 98,5)
je dana vyssi exaktnosti této metody — kfivka tani je vzdy specificka pro urcity druh, pfip. rod
nebo skupinu druht. Proto je miziva pravdépodobnost, Ze by jiny druh ndhodnym selhanim
metody dokonale napodobil kiivku jiného druhu a vedl tak k nespravné interpretaci vysledku.
Z tohoto pohledu se proto PCR-HRMA jevi jako perspektivngjSi zpusob detekce
a identifikace bakterii.

Kromé PCR-HRMA je pro identifikaci nefermentujicich Gram-negativnich tycinek
mozno vyuzit napf. hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF MS). Jde o novou fenotypizacni
techniku, u které byvala udavana problematicka reprodukovatelnost vysledkd z duvodu
riznych podminek kultivace. V posledni dobé jsou jiz k dispozici dva rutinni pfistroje
s databazi referencnich kfivek a prvotni zkuSenosti ukazuji, Ze by mohlo jit o technicky

i provozné-ekonomicky vyhodnou alternativu. V dobé vypracovavani této prace ale nebylo
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mozné naSe vysledky pfimo srovnat s vysledky dosazitelnymi MALDI-TOF MS na naSem
souboru izolatd.

Z poznatkl a studii citovanych v literarnim pfrehledu vyplyva, Ze analyza tani
s vysokym rozliSenim je pouZzitelna k detekci a identifikaci klinicky vyznamnych druht bakterii
(Chakravorty a kol., 2010; Merchant-Patel a kol., 2010; Yang a kol., 2009; Chakravorty a kol.,
2007; Cheng a kol., 2006; Skow a kol., 2005 a Klaschik a kol., 2004), kvasinek (Costa a kol.,
2010; Trtkova a kol., 2009; Bergman a kol., 2007 a Plachy a kol., 2004) a virt (Epsy a kol.,
2006) a déale ve specifickych aplikacich jako je genotypizace a mutaéni skenovani.

Molekularné-genetické metody v porovnani s konvenénimi technikami, vedou
ke zlepSenim v diagnhostice vaznych infekénich onemocnéni. Tyto techniky mohou byt
aplikovany na sterilni klinické vzorky, &imZ se urychli proces detekce a identifikace,
nebo na &isté kultury mikroorganismu, které mohou byt nasledné jeSté podrobeny napf.
testum citlivosti na antibiotika. Mohou byt napomocné v pfipadech, kdy jsou konvenéni
postupy obtizné.

Testovany systém identifikace PCR-HRMA v pfedloZzené praci sice nepokryva
vSechny bakterialni druhy, ale u nefermentujicich Gram-negativnich ty€inek se jevi jako
rychly, vykonny a spolehlivy zpusob identifikace. Kromé dobrého potencialu pro rozliSeni
druhd v rAdmci této zajmové skupiny bakterii je také dulezité, Ze prokazal schopnost spravné
tyto druhy odliSit od ostatnich skupin bakterii, coZz mizZe byt u nékterych fenotypové
atypickych izolatd problémem u konvenénich fenotypovych metod.

Pokud bude geneticky identifikaCni systém uren pro identifikaci bakterialnich kultur,
nikoli pro pfimou detekci v klinickém vzorku, muzZe konkurovat fenotypizacnim technikam
naklady a pravdépodobné i pfesnosti identifikace.

Vréamci rutinné pouZzivanych fenotypizacnich systému je izolat obvykle nejdfive
na zakladé vzhledu kolonii na agarové pudé pfifazen k urcité skupiné a az pak jsou pouzity
specifické fenotypizaéni testy vhodné pro ur€itou skupinu. Tento postup redukuje potfebu
prilis rozsahlych a prakticky obtizné aplikovatelnych univerzalnich sad fenotypizacnich testu.
Podle naSeho nazoru muaze byt vyhodné aplikovat podobnou logiku i v oblasti genetické
identifikace kultur bakterii, protojsme zpracovali v ramci této prace algoritmus
vyhodnocovani kfivek tani zahrnujici jako dodate¢né diskriminatory a kontrolni uzly i vybrané
fenotypové techniky, které Ize na izolatu doplrikové provést ihned a s nizkymi naklady
(barveni podle Grama, detekce oxidasové aktivity apod.).

PCR-HRMA ma potencial pro detekci a identifikaci bakterii, zejména jako metoda
pfedbézného testovani v pfipadech, kdy je dilezita rychla identifikace, napf. u pacientl
se snizenou obranyschopnosti organismu, kam patfi i lidé trpici cystickou fibrézou nebo

chronickou obstrukéni plicni nemoci.
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7.

ZAVERY

Predkladana diplomova prace splnila zadané cile:

1.

Byly shromazdény primarni izolaty bakterii z klinickych vzorkd pacientd s vybranou
skupinou diagno6z (cystickou fibrézou a chronickou obstruk&ni plicni nemoci), které byly
zamrazeny do sbirky klinickych izolatd bakterii Ustavu mikrobiologie Lékafské fakulty

Univerzity Palackého v Olomouci a Fakultni nemocnice Olomouc.

U ziskanych izolatd byly shromazdény vysledky zékladni konvenéni rutinni identifikace,
které byly pribézné konfrontovany s vysledky identifikace pomoci PCR-HRMA.
Diskrepance byly objasnény podrobnou konvenéni identifikaci prostfednictvim

komer&niho automatického systému Phoenix.

Ze ziskanych vysledku Ize vyvodit:

1.

Konvenéni fenotypova identifikace i PCR-HRMA dosahuji vysokych hodnot citlivosti,
specifity a pfesnosti. Studie prokazala vysSi citlivost konvenéni fenotypové identifikace
(99,27 versus 98,54), ale z hlediska specifity (99,27 versus 98,54) a presnosti (99,26
versus 98,53) se jako perspektivnéjsi zplsob identifikace bakterii jevi technika PCR-
HRMA.

Technika PCR-HRMA mé potencial pro identifikaci nefermentujicich Gram-negativnich
bakterii, zejména v pfipadech, kdy je dulezita rychla identifikace, napf. u pacientd se
snizenou obranyschopnosti organismu, kam patfi i lidé trpici cystickou fibr6zou nebo

chronickou obstrukéni plicni nemoci.
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9. POUZITE ZKRATKY

A
ACVRL1
AP-PCR

atpD

ATTC

bp

C
CARD-FISH
CDC3 lokus

cDNA
CF
CFTR
ddNTP
dH,O
dNTPs
dsDNA
EF1A
eng
ERIC

F2/5

flaA
FRET

gyrB

HRMA
hsp65
HSV
htr2A

adenin

aktinovy receptor typu Il, actinA receptor type Il — like 1

metoda identifikace zaloZzena na polymorfismu amplifikovanych fragmentd,
RAPD

gen kodujici B-podjednotku ATP synthasy

Americkd sbirka typovych kultur

péar bazi, bases pair

cytosin

citlivéjSi varianta FISH, pouZiva se sonda s kifenovou peroxidasou

protein bunécného cyklu sroli v Gl fazi, kédovan cyklin dependentni
kinasou 3

komplementarni DNA, vznika pfepisem z RNA

cysticka fibréza

transmembranovy regulator u cystické fibrozy

dideoxyribonukleosidtrifosfat, uko¢nuje syntézu nového fetézce
deionizovana voda

smeés deoxyribonukleosidtrifosfatu

double-stranded DNA, dvoufetézcova molekula DNA

elongacni faktor 1A, plsobi pfi prodluZzovani syntetizovaného fetézce

gen pro endoglobin

repetitivni mezigenové sekvence vyskytujici se u enterobakterii,
Enerobacterial repetitive intergenic consensus

forward primer

koagulacni faktor (2 — protrombin, 5 — proakcelerin) v procesu srazeni krve
(hemokoagulace)

gen kodujici flagelin A

Fluorescence resonance energy transfer, typ hybridizaéni sondy

guanin

gen kodujici DNA gyrasu B, enzym duleZity pro spravny prubéh replikace
DNA téZ topoizomeraza IlI, umoznujici ,zavijeni a rozvijeni“ replikované
DNA

analyza tani s vysokym rozliSenim, High resolution melting analysis

gen kbdujici heat shock protein 65

virus Herpes simplex

gen pro 5-hydroxy-tryptaminovy receptor 2A
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CHOPN
ITS

McRAPD
MLST
mMRNA
mtDNA
mthfr
NCBI

ntrA
QB

r
rDNA
recA

Rep

rpoB
rRNA
SNP
SSCP
SSDNA
SVR

Tu
tuf
uidA
V1-9

viaB

chronick& obstrukéni plicni nemoc, chronic obstruction pulmonary disease
vnitfni pfepisovany mezernik mezi jednotlivyni geny, Internal trascribed
spacer

Melting curve RAPD, analyza tani produkt RAPD

multilokusova sekvencéni typizace,

messengerova ribonukleova kyselina

mitochondrialni DNA

gen pro metylentetrahydrofolat reduktasu

mezinarodni databdze sekvenci, National center for biotechnology
information

gen pro regulaci vnitrobuné&éné koncentrace NH,"

typ faga, ktery replikuje svij genom pomoci RNA polymerasy

reverse primer

ribozomalni DNA

gen

repetitivni extragenova palindromaticka sekvence, Repetitive extragenic
palindromic sequence

gen kodujici podjednotku B RNA polymerasy

ribozomalni RNA

jedno-nukleotidovy polymorfismus, single-nucleotide polymorfism
polymorfismus konformace jednofetézcu

single-stranded DNA, jednofetézcova molekula DNA

kratky variabilni region

thymin

teplota tani, melting temperature

gen pro elongaéni faktor

reportérovy gen pro glukuronidasu (GUS)

variabilni region genu 16S rDNA

gen kbdujici Vi antigen u Salmonella typhi
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10. PRILOHY

10.1 Druhy bakterii pouzité ve studii Tang a kol., 1998

Schopnost

fermentace

Druh

Po éet

fermentujici

Citrobacter braakii

C. farmeri

C. koseri

Enterobacter aerogenes

E. agglomerans

E. cloacae

Escherichia coli

Klebsiella cryocrescens

K. oxytoca

K. pneumoniae

Leclercia adecarboxylata

Pasteurella multicida

Providencia rettgeri

P. stuartii

Serratia odorifera

nefermentujici

Acinetobacter Iwoffii

Alcaligenes faecalis

A. xylosoyidans

Brevundimonas dimunuta

B. vesicularis

Burkholderia cepacia

Moraxella osloensis

Oligella urethralis

Pseudomonas aeruginosa

P. fluorescens nebo P. putida

P. pictorum

P. stutzeri

Rl R o N N R w Rk R W RN R R RN R R R R W o k| o N R R

Stenotrophomonas maltophilia

IR
[N




10.2 Dva vzory identifikace bakterii podle Chakravo  rty a kol., 2010

A B
SMEB-A  SMB-B SMB-C BB MB-B
semispecifické specifické
Maolecular Beacon Maolecular Beacon
h— templat —
PCR s naslednou realtime PCR
analyzou tani
SMB-B SMB-C
Tm 55°C Tm 50°C
SMB-C SME-A ME=f, %E ME=B ?I E
Tm 65°C T G452
P s ™y
SMB-A
T 745 7ﬂmi Tm 78°C { l

51

| CALZ

Tm: 55-66-T4 °C Tm: 50-64-78 °C MB-A MB-B
identifikace A identifikace B identifikuje identifikuje
pouze A pouze B

Pozn.: (A) semispecifické Molecular Beacon (SMB); (B) pouzity konvenéni specifické Molecular Beacon (MB)

(Upraveno podle Chakravorty a kol., 2010)



10.3 Bakterialni druhy pouzité ve studii Chakravort  y a kol., 2010

Enterococcus spp. ~ E. avium, E. faecium, E. faecalis a E. gallinarum

D hodnota je vypoc€itana jako vzdalenost mezi Ty stanovenou pro jednotlivé druhy

a ziskanou hodnotou.

Druh D hodnota
Acinetobacter baumanii 0,65
A. calcoaceticus 0,67
A. lwoffii 0,60
Actinimyces meyeri 0,47
Aerococcus viridans 0,60
Aeromonas hydrophila 0,60
Arcanobacterium pyogenes 0,47
Bacillus anthracis 0,43
B. cereus 0,74
B. subtilis 0,18
Bartonella henselae / Campylobacter jejuni 0,37
Bartonella quintana 0,47
Bifidobacterium breve 0,33
Bordetella holmesii / B. pertussis / B. parapertussis 0,71
Borrelia burgdorferi 0,17
Brucella abortus 0,47
B. canis / B. melitensis / B. suis 0,97
Burkholderia cepacia 0,58
Burkholderia mallei 0,62
Chlamydia psittaci 2,04
Ch. trachomatis 0,37
Citrobacter freundii 0,62
Clostridium botulinum 0,76
C. acetobutylicum 0,17
C. difficile 0,74
C. perfringens 0,37
C. septicum 0,50
C. tetani 0,47




10.3 Bakterialni druhy pouzité ve studii Chakravort vy a kol., 2010 - pokra €ovani

Druh D hodnota
Corynebacterium amycolatum 1,53
C. diptheriae 0,78
C. jeikeium 0,78
C. pseudodiptheriticum 0,82
C. xerosis 0,90
Coxiella burnetti 1,12
Dermabacter hominis 0,90
Ehrlichia chaffeensis 0,83
Eikenella corrodens 0,91
Enterobacter aerogenes 1,07
Enterobacter cloacae / Klebsiella oxytoca 0,87
Enterococcus spp. 0,24
Escherichia coli / Shigella sp. 1,11
E. coli / Shigella sp. 1,00
E. coli/ Shigella sp. 1,03
E. coli / Shigella sp. 0,98
Exiguobacterium sp. 0,68
Francsella tularensis 0,00
Fusobacterium necrophorum 0,67
Haemophilus aegyptus / Pasteurella multocida 1,00
Haemophilus aphrophilus 0,59
H. ducreyi 1,82
H. influenzae 0,89
H. parahemolyticus 0,37
H. parainfluenzae 0,97
H. paraphrophilus 0,83
Hafnia alvei 0,60
Helicobacter pylori 0,50
Kingella kingae 0,85
Klebsiella pneumoniae 1,73
Lactobacillus fermentas 0,88
Legionella pneumophilla 0,75




10.3 Bakterialni druhy pouzité ve studii Chakravort vy a kol., 2010 - pokra €ovani

Druh D hodnota

Leptospira interrogans / L. kirschneri 0,60
L. biflexa 0,33
Leuconostoc mesenteroides 1,53
Listeria geayi / L. monocytogenes 1,49
Moraxella catarrhalis 1,67
Morganella morganii 0,52
Mycoplasma pneumoniae 0,50
Neisseria gonorrhoeae 0,41
N. meningitidis / N. lactamica 1,00
N. mucosa 0,82
Nocardia brasiliensis / N. farcinia / N. 1.00
pseudobrasiliensis

Oligella urethralis 2,03
Porphyromonas gingivalis 0,00
Prevotella melaninogenica 1,20
Propionibacterium acnes 0,85
Proteus mirabilis 0,80
P. vulgaris 0,97
Providencia alcalifaciens 0,67
P. rettgeri 0,50
Pseudomonas aeruginosa 0,99
Psychrobacter faecalis 1,37
Rhodococcus equi 0,82
Rickettsia prowazekii / R. rickettsii 0,85
Salmonella arizonae 1,19
S. enteritidis 1,48
S. paratyphi 0,96
S. typhi 1,20
Serratia marcescens 1,14
Staphylococcus aureus 0,97
S. capitis / S. epidermidis 1,08
S. cohnii / S. haemolyticus 0,83
S. hominis 0,82




10.3 Bakterialni druhy pouzité ve studii Chakravort vy a kol., 2010 - pokra €ovani

Druh D hodnota
Staphylococcus lugdunensis 0,83
S. sciuri 0,97
S. simulans 1,34
S. warneri 1,34
Stenotrophomonas maltophilia 1,34
Streptobacillus moniliformis 1,42
Streptococcus agalactiae 1,02
S. consetellatus 0,76
S. equi/ S. mutans 0,41
S. dysgalactiae 0,69
Streptococcus. mitis / S. pneumoniae 1,00
S. pyogenes / S. uberis 0,43
Treponema denticola 0,60
T. palidum 0,47
Ureoplasma urealyticum 1,03
Vibrio alginolyticus / V. campbellii 1,03
V. cholerae 0,71
Yersinia enterolitica 0,46
Y. pestis 1,51




10.4 Druhy bakterii pouzité ve studii Yang a kol., 2009

Identifikace je umoznéna pomoci rozdilnych kodd, které byly vygenerované pro kazdy
druh/kmen, na zakladé podobnosti kfivek tani, s pouzitim primerd na hypervariabilni regiony
V1, V3 aV6 16S rDNA genu.

Druh/Kmen Kod
V1 V3 V6
Acinetobacter sp. strain ATCC 5459 a b a
Acinetobacter calcoaceticus d a
Aerococcus viridans f h c
Bacteriodes fragilis a a e
Bordetella pertussis c c f
Bordetella parapetrusis a c h
Campylobacter jejuni c a e
Clostridium difficile g f a
Clostridium perfringens b d d
Corynepabterium sp. c c e
Chlamydia pneumoniae g c a
Chlamydia trachomatis f a b
% Citrobacter freundii b c a
E Enterobacter aerogenes c b a
02 Enterobacter faecalis ATCC 29212 | | a
2 Enterococcus gallinarum | [ h
Enterococcus faecium b a e
Esherichia coli ATCC 25927 e d c
Helicobacter pylori g b a
Haemophilus influenzae ATCC 49147 b g d
Klebsiella pneumoniae h c a
Legionella pneumophila ATCC 33495 a a b
Listeria monocytogenes ATCC 7648 b e a
Micrococcus sp. strain ATCC 14396 b b b
Moraxella catarhalis h i d
Mycobacterium kansasii [ c a
Mycobacterium gordonae d [ [




10.4 Druhy bakterii pouzité ve studii Yang a kol., 2009 - pokra €ovani

Koéd
Druh/Kmen

V1 V3 V6

Mycobacterium fortuitum

Mycoplasma pneumoniae

ol Q| T

Mycoplasma hominis

- T| Q&

Neisseria meningitis ATCC 6250

(¢}

Oligella urethralis

Pasteurella multocida

Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145

Propionibacterium acnes

oO| ®| T| | T| | 9| T| @
)}

O
- O] O @

Proteus mirabilis

Proteus vulgaris

o
| | D

Salmonella sp. strain ATCC 31194

Serratia marcescens ATCC 8101

Non-BT related

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Q| T| —
S| ] o o

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Staphylococcus lugdunensis

Staphylococcus saprophyticus

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

Streptococcus pyogenes

Streptococcus agalactiae ATCC 13813

—-| O| T| Q| o] Q| 9| ol T| O

Treponema pallidum

—-| 0| Q| T| Q| =

Streptococcus sp. viridujici ATCC 10566

O O

Bacillus anthracis

3001

(¢}

BC 9634

BC 12480

_ BC 27877
Bacillus cereus

BC 7064

BC B33

BT a pfibuzné druhy

BC 1410-1

QL O Y V| Y Y | Y @ D T| O O &

o |l ol ol o] o ol o] 9| @

D | | VD | | D

BC 1410-2




10.4 Druhy bakterii pouzité ve studii Yang a kol., 2009 - pokra €ovani

Druh/Kmen Kod
V1 V3 V6
BCT a a d
BC 2599 a a d
BC 2464 a a d
BC 7687 a a d
BC 10329 a | a | d
BC 11143 a a d
BC 11145 a a d
BC 1414 a a d
Bacillus cereus BC 7089 a a d
BC 6464 a a d
BC 6474 a a d
BC 7004 a a d
> BC 10987 a a d
% BC 23674 a a d
I BC 9189 a | a | d
g BC 246 a a d
% BC 13472 a a d
o 110 NA 2 | 2 | g
SB168 a a 9
W168 a a 9
Bacillus subtilis was a a 9
her 148 a a g
T6 a a g
ATCC 27505 a N g
ATCC 15841 a a g
Coxiella burnetti d b 9
“9 mile* d b 9
Francisella philomiragia GAO1-2810 a g g
Francisella tularensis LVSe b h 9
Fran 0001 b h g




10.4 Druhy bakterii pouzité ve studii Yang a kol.,

2009 - pokra ¢ovani

Kaod
Druh/Kmen
V1 V3 V6
PBA/+ a g c
Schutze’s group typ B, ATCC
a g c
6930
Schutze’s group I, ATCC
- - a g c
£ Yersinia 27802
E pseudotuberculosis CDC P62, ATCC 29910 a g c
N Schutze’s group I, ATCC
2 a g c
= 13980
o
}‘_5 raffinosa-pozitivni, ATCC 4284 a g c
0 ATCC 13979 a 9 c
Yersinia enterocolitica serotyp 0:9 a g d
o _ P14 a b d
Yersinia pestis
1122 a b d




10.5 Druhy bakterii poZzité ve studii Chakravorty a kol., 2007

Druh

Cislo/TIGR CMR ozna éeni sekvence

Acinetobacter calcoaceticus

AJ888984

Actinomyces israelii X82450
Arcanobacterium pyogenes X79225
Aerococcus viridans AY707778
Actinomyces meyeri X82451
Burkholderia cepacia AB211325

Burkholderia mallei

BMAA_Bm16SC

Burkholderia pseudomallei

NTBPO1_Bp1l6SA

Brucella melitensis

NTBMO1_Bm16SA

Brucella suis GBR_Bs16SA
Bordetella parapetrussis NTBPO02_Bpl6SA
Borrelia burgdorferi B31 GBB_Bb16SA
Bacillus anthrecis GBA_Bal6SA

Bacillus cereus

NTBCO1_Bc1l6SA

Bacillus subtilis

NTBS01_Bs16SA

Bacteriodes fragilis M11656
Bordetella pertusis NTBPO3_Bpl6SA
Clostridium botulinum AF105402
Clostridium difficile AF072474
Clostridium septicum u59278

Clostridium acetobutylicum

NTCAO1_Cal6SA

Clostridium perfringens

NTCP03_Cp16SA

Clostridium diptheriae

NTCDO1_Cd16SA

Clostridium tetani

NTCTO0Z2_Ct16SA

Corynebacterium jeikeium

X84250

Campylobacter jejuni

NTCJO01_Cj16SA

Chlamydia trachomatis

NTCTO1_16SrRNA-1

Chlamydia pneumoniae

NTCPO5_Cp16SA

Coxiella burnetti GCB_Ch16SA
Enterococcus gallinarum AJ301833
Enterococcus faecalis AJ291732
Enterococcus faecium AJ291732




10.5 Druhy bakterii pozité ve studii Chakravorty a kol., 2007 - pokra €ovani

Druh Cislo/TIGR CMR ozna éeni sekvence
Enterobacter aerogenes AB004750
Escherichia coli BL21 AJ605115

Escherichia coli K12

NTECO01_16SrRNA-1

Escherichia coli O157H7

NTECO1_Ec16SA

Fusobacterium sulci AJ006963

Fusobacterium alocis AJ006962

Fusobacterium equorum AJ295750

Fusobacterium naviforme AJO006965

Fusobacterium nucleatum AJ810275 / NTFNO1_Fnl6SA
Fusobacterium periodonticum AJ810271

Fusobacterium prausnitzii AJ413954

Fusobacterium necrophorum X74407

Francisella tularensis AJ698865

Haemophilus paraphrophilus AY365451

Haemophilus parahaemoliticus AJ290758

Haemophilus ducreyi AF525028 / NTHZD01_ Hd16SA
Haemophilus parainfluenzae AJ290755

Haemophilus aphrophilus AY365453

Haemophilus influenzae

AY613778 | GHLI_HIrrnA16S

Helicobacter pylori

NTHPO1_Hpl6SA

Klebsiella pneumoniae Y17657
Listeria grayi X98526
Listeria monocytogenes AJ535697
Leptospira interrogans AMO050580
Legionella pneumophila NTLPO2_NTO02LP0369
Moraxella catarhalis U10876
Mycobacterium avium AJ536037
Mycobacterium intracellulare AJ536036
Mycobacterium fortuitum AJ416915
Mycobacterium gordonae AJ581472
Mycobacterium kansasii AJ536035
Mycobacterium scrofulaceum AF480604




10.5 Druhy bakterii pozité ve studii Chakravorty a

kol., 2007 - pokra €ovani

Druh

Cislo/TIGR CMR ozna éeni sekvence

Mycobacterium bovis

NTMBO1_Mb1l6SA

Mycobacterium leprae

NTMLO1_MI16SA

Mycobacterium tuberculosis CDC1551 GMT_Mt16SA
Mycobacterium tuberculosis H37Rv NTMTO02_NTO02MT1437
Neisseria gonorrhoeae AJ239304

Neisseria mucosa AJ239282

Neisseria lactamica AJ239313

Neisseria meningitidis GNM_NMrrnaA16SA
Nocardia brasiliensis AF430038

Nocardia pseudobrasiliensis X84855

Ologella urethralis AY513496

Proteus vulgaris X07652

Proteus mirabilis AJ301682
Peptostreptococcus micros AF542231

Propionibacterium acnes

NTPAO2_NTO02PA0587

Pasteurella multocida

NTPMO1_Pm16SA

Pseudomonas aeruginosa AY268175
Rickettsia prowazekii NTRPO1_Rpl6SA
Rickettsia rickettsii U11021
Rhodococcus equi X80682

Shigella dysenteriae X96966

Shigella flexneri NTSF02_Sf16SD
Salmonella paratyphi X80682

Salmonella enteritica typhi

NTSTO04_St16SA

Salmonella typhimurium

NTSTO1_St16SA

Serratia marcescens AJ233431
Streptococcus uberis Uu41048
Streptococcus pyogenes NTSP0O3_Spl6SA
Streptococcus pneumoniae BSP_Spl6SA
Streptococcus agalactiae GBS_Sal6SA
Streptococcus mutans NTSM02_Sm16SA
Streptococcus gordonii D38483




10.5 Druhy bakterii pozité ve studii Chakravorty a kol., 2007 - pokra €ovani

Druh Cislo/TIGR CMR ozna &eni sekvence
Streptococcus mitis GMI_Sm16SA
Streptococcus salivarius AY188352

Staphylococcus aureus

SACOL_Sal6SA

Staphylococcus epidermidis

NTSE02_Sel6SA

Staphylococcus saprophyticus

NTSS03_NT03SS0724

Staphylococcus caprae AY346310
Staphylococcus haemolyticus D83367
Staphylococcus hominis AJ717375
Staphylococcus intermedius D83369
Staphylococcus lugdunensis AB009941
Staphylococcus schleiferi D83372
Staphylococcus simulans D83373
Staphylococcus warneri L37603
Traponema pallidum GTP_Tpl6SA
Vibrio cholerae X87337
Yersinia enterolitica Z75316

Yersinia pestis

NTYPO2_Yp16SA




10.6 Druhy bakterii pouzité ve studii Cheng a kol., 2006

Druh Po éet kmen U

Acinetobacter baumannii 2

Bacillus sp.

Bacteroides fragilis

Citrobacter freundii

Enterobacter cloacae

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Escherichia coli

Haemophilus influenzae

Klebsiella pneumoniae

Micrococcus sp.

Morganella morganii

Proteus mirabilis

Pseudomonas aeruginosa

Salmonella enteritidis

Salmonella typhimurium

Serratia marcescens

Shigella flexneri

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus saprophyticus

Streptococcus agalactiae

Streptococcus bovis

Streptococcus pneumoniae

Rl W R RN R N RN W R AN R R W R AR W R R W R

Streptococcus pyogenes




10.7 Postup prace pro rychlou detekci a identifikac i 25 klinicky d dGlezitych
bakterialnich druh G (Upraveno podle Cheng a kol., 2006)
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10.8 Druhy kvasinek pouzité ve studii Bergman a kol ., 2007
Druh Po Cet

Candida glabrata 22
C. albicans 20
C. parapsilosis 19
C. krusei 10
C. dubliniensis 9

> | C. tropicalis 7

NG

o | C. lusitaniae 5

' | C. guilliermondii 2

2

£ C. norvegensis 2

~
C. famata 1
C. kefyr 1
Saccharomyces cerevisiae 4
Cryptococcus neoformans 3
Rhodotorula mucilaginosa 1
Candida albicans (ATCC 60193) 1

>

[

(O]

S

4

S | C. tropicalis (ATCC 750, CCUG 47037) 1

&

o

©

4
C. glabrata (ATCC 90030) 1




10.9 Bakterialni rody pouzité ve studii Mellmann a kol., 2008

Rod Po ¢et

Achromobacter

\]

Acidovorax

N
N

Acinetobacter

Alcaligenes

Alishewanella

Arsenophonus

Arthrobacter

Balneatrix

Bergeyella

Blastomonas

o N R R R R RN

Brevundimonas
Burkholderia

Chryseobacterium

N
(o]

Comamonas
Delftia

Elizabethkingia

Empedobacter

Flavobacterium

Inquilinus
Malikia
Microbulbifer

Myroides

Novosphingobium

Ochrobactrum

Pandoraea

N | O B N| | P | O | Nl | O N

Pannonibacter

(0]
»

Pseudomonas

Ralstolnia

Rhizobium

Shewenella

Sphingobacterium

w| o] o W

Sphingobium




10.9 Bakterialni rody pouzité ve studii Mellmann a

kol., 2008

Rod

Po cet

Sphingomonas

14

Sphingopyxis

Stenotrophomonas

Terrimonas

Weeksella

Wolinella

R R R gl N




10.10 Schéma identifikace Gram-negativnich rod @ (Upraveno podle Ferroni

a kol., 2002)
Gram-negativni rody
nefermentujici glukosu
. | |
zelena nebo Zluto-zelena pigmentace APl 20ME
a (30 °C/48 h)
pozitivni oxidasovy test
a

rust pii 42 °C

a
rust na cetrimide agaru L 4'

P. aeruginosa dalsi moZnosti

A. xylosoxidans
S. maltophilia

v

P. aemainosa sekvenovani 165 DNA



10.11 Kompletni seznam kmen @ pouzitych ve studii

Sedé& oznagené kmeny jsou kvasinky nebo nebyly odebrény od pacienta s cystickou

fibrézou (CF) nebo chronickou obrstrukéni plicni nemoci (CHOPN).

Krabi €ka | Pozice | Diagnoza Rod Druh
CF1 01 E840 Streptococcus sp. viridujici
CF1 02 E840 Staphylococcus sp.

CF1 03 E840 Staphylococcus aureus

CF1 04 E840 Burkholderia cepacia
CF1 05 E840 Kvasinky

CF1 06 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF1 07 E840 Staphylococcus aureus

CF1 08 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF1 09 E840 Staphylococcus aureus

CF1 10 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF1 11 E840 Staphylococcus aureus

CF1 12 E840 Burkholderia cepacia
CF1 13 E840 Streptococcus sp. viridujici
CF1 14 E840 Burkholderia sp.

CF1 15 E840 Staphylococcus sp.

CF1 16 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF1 17 E840 Streptococcus sp. viridujici
CF1 18 E840 Streptococcus sp. viridujici
CF1 19 E840 Burkholderia cepacia
CF1 20 E840 Staphylococcus sp.

CF1 21 E840 Streptococcus sp. viridujici
CF1 22 E840 Staphylococcus aureus

CF1 23 E840 Burkholderia cepacia
CF1 24 E840 Staphylococcus aureus

CF1 25 E840 Staphylococcus sp.




10.11 Kompletni seznam kmen @ pouZzitych ve studii - pokra €ovani

Krabi €&ka | Pozice | Diagnoza Rod Druh
CF1 26 E840 Streptococcus sp.
CF1 27 E840 Acinetobacter sp.
CF1 28 E848 Streptococcus sp. viridujici
CF1 29 E848 Kvasinky
CF1 30 E848 Burkholderia cepacia
CF1 31 E840 Streptococcus sp. viridujici
CF1 32 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF1 33 E840 Streptococcus sp. viridujici
CF1 34 E840 Staphylococcus aureus
CF1 35 E840 Staphylococcus aureus
CF1 36 E849 Pseudomonas aeruginosa
CF1 37 E849 Burkholderia cepacia
CF1 38 E849 Streptococcus sp. viridujici
CF1 39 E848 Staphylococcus aureus
CF1 40 E848 Streptococcus sp. viridujici
CF1 41 E848 Streptococcus sp. anhemolyticky
CF1 42 E848 Streptococcus sp. anhemolyticky
CF1 43 EB848 Streptococcus sp. anhemolyticky
CF1 44 E848 Staphylococcus | sp.
CF1 45 EB848 Staphylococcus sp.
CF1 46 E849 Escherichia coli
CF1 47 E849 Klebsiella sp.
CF1 48 E849 Streptococcus mitis (viridujici)
CF1 49 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF1 50 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF1 51 E840 Streptococcus sp. viridujici
CF1 52 E840 Staphylococcus | sp.
CF1 53 J448 Pseudomonas aeruginosa




10.11 Kompletni seznam kmen @ pouZzitych ve studii - pokra €ovani

Krabi €&ka | Pozice | Diagnoza Rod Druh
CF1 54 J448 Pseudomonas aeruginosa
CF1 55 J448 Klebsiella sp.
CF1 56 J448 Pseudomonas sp.
CF1 57 J448 Pseudomonas aeruginosa
CF1 58 J448 Pseudomonas sp.
CF1 59 J441 Stenotrophomonas | maltophilia
CF1 60 J441 Klebsiella sp.
CF1 61 E840 Staphylococcus aureus
CF1 62 E840 Streptococcus sp. viridujici
CF1 63 E840 Streptococcus sp. anhemolyticky
CF1 64 E840 Streptococcus sp. anhemolyticky
CF1 65 E840 Streptococcus sp.
CF1 66 J448 Pseudomonas aeruginosa
CF1 67 J448 Serratia marcescens
CF1 68 J448 Streptococcus sp. viridujici
CF1 69 J448 Streptococcus sp. anhemolyticky
CF1 70 E840 Streptococcus sp. anhemolyticky
CF1 71 J448 Klebsiella pneumoniae
CF1 72 J448 Burkholderia cepacia
CF1 73 J448 Enterococcus sp.
CF1 74 E849 Stenotrophomonas | maltophilia
CF1 75 E849 Enterobacter sakazakii
CF1 76 E849 Pseudomonas sp.
CF1 77 E849 Pseudomonas sp.
CF1 78 E849 Pseudomonas aeruginosa
CF1 79 E849 Pseudomonas aeruginosa
CF1 80 J448 Pseudomonas aeruginosa
CF1 81 J448 neidentifikovano




10.11 Kompletni seznam kmen @ pouZzitych ve studii - pokra €ovani

Krabi €&ka | Pozice | Diagnoza Rod Druh
CF2 1 J448 Staphylococcus sp.
CF2 2 E841 Pseudomonas aeruginosa
CF2 3 E841 Staphylococcus aureus
CF2 4 E841 Streptococcus sp. viridujici
CF2 5 E841 Streptococcus sp. anhemolyticky
CF2 6 E841 Staphylococcus aureus
CF2 7 E841 Staphylococcus sp.
CF2 8 E841 Staphylococcus aureus
CF2 9 E841 Enterococcus sp.
CF2 10 E841 Streptococcus sp. viridujici
CF2 11 E841 Streptococcus sp. anhemolyticky
CF2 12 E841 Moraxella catarrhalis
CF2 13 E849 Staphylococcus aureus
CF2 14 E849 Streptococcus sp. anhemolyticky
CF2 15 E849 Moraxella catarrhalis
CF2 16 E849 Streptococcus sp. viridujici
CF2 17 E849 Staphylococcus sp.
CF2 18 E840 Burkholderia cepacia
CF2 19 E840 Streptococcus sp. aAnhemolyticky
CF2 20 E840 Staphylococcus sp.
CF2 21 E848 Klebsiella pneumoniae
CF2 22 EB848 Streptococcus sp. viridujici
CF2 23 E848 Pseudomonas aeruginosa
CF2 24 EB848 Pseudomonas aeruginosa
CF2 25 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF2 26 J441 Streptococcus sp.
CF2 27 J441 Moraxella catarrhalis
CF2 28 J441 Stenotrophomonas | maltophilia




10.11 Kompletni seznam kmen @ pouZzitych ve studii - pokra €ovani

Krabi €&ka | Pozice | Diagnoza Rod Druh
CF2 29 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF2 30 E840 Staphylococcus aureus
CF2 31 J441 Pseudomonas aeruginosa
CF2 32 J441 Staphylococcus sp.

CF2 33 E840 Burkholderia cepacia
CF2 34 E840 Burkholderia cepacia
CF2 35 E840 Staphylococcus sp.

CF2 36 E848 Streptococcus sp. viridujici
CF2 37 J448 Achromobacter sp.

CF2 38 J448 Acinetobacter sp.

CF2 39 J448 Pseudomonas sp.

CF2 40 J448 Staphylococcus aureus

CF2 41 E840 Streptococcus sp. viridujici
CF2 42 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF2 43 E840 Moraxella catarrhalis
CF2 44 J441 Streptococcus sp. viridujici
CF2 45 J441 Klebsiella pneumoniae
CF2 46 E849 Staphylococcus aureus

CF2 47 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF2 48 J441 Proteus vulgaris

CF2 49 E849 Staphylococcus aureus

CF2 50 J441 Streptococcus sp. viridujici
CF2 51 J441 Streptococcus sp. viridujici
CF2 52 J441 Streptococcus pneumoniae
CF2 53 J441 Moraxella catarrhalis
CF2 54 J441 Staphylococcus sp.

CF2 55 J441 Escherichia coli

CF2 56 J441 Streptococcus pneumoniae




10.11 Kompletni seznam kmen @ pouZzitych ve studii - pokra €ovani

Krabi €ka | Pozice | Diagnoza Rod Druh
CF2 57 E840 Staphylococcus sp.
CF2 58 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF2 59 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF2 60 E840 Enterococcus sp.
CF2 61 J441 Enterobacteriaceae
CF2 62 J441 Streptococcus sp. viridujici
CF2 63 E840 Enterobacter sakazakii
CF2 64 J441 Streptococcus pneumoniae
CF2 65 J441 Streptococcus sp.
CF2 66 J441 Streptococcus sp.
CF2 67 J441 Enterobacteriaceae
CF2 68 J441 Streptococcus sp. viridujici
CF2 69 E848 Staphylococcus aureus
CF2 70 E848 Staphylococcus sp.
CF2 71 J441 Escherichia coli var. Haemol
CF2 72 J441 Streptococcus sp. viridujici
CF2 73 J441 Escherichia coli
CF2 74 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF2 75 E840 Escherichia coli
CF2 76 E840 Streptococcus sp. viridujici
CF2 77 E840 Enterobacter sp.
CF2 78 E849 Pseudomonas sp.
CF2 79 E849 Streptococcus sp. viridujici
CF2 80 E849 Moraxella catarrhalis
CF2 81 J448 Pseudomonas sp.
CF3 1 E840 Escherichia coli
CF3 2 J441 Streptococcus sp. viridujici
CF3 3 J441 Stenotrophomonas | maltophilia




10.11 Kompletni seznam kmen @ pouZzitych ve studii - pokra €ovani

Krabi €ka | Pozice | Diagnoza Rod Druh
CF3 4 J441 Staphylococcus sp.
CF3 5 EB848 Staphylococcus aureus
CF3 6 J448 Streptococcus sp. viridujici
CF3 7 J448 Burkholderia sp.
CF3 8 J448 Pseudomonas sp.
CF3 9 J448 Streptococcus sp. viridujici
CF3 10 J448 Pseudomonas sp.
CF3 11 J449 Klebsiella oxytoca
CF3 12 J449 Klebsiella pneumoniae
CF3 13 J448 Pseudomonas sp.
CF3 14 J449 Klebsiella pneumoniae
CF3 15 J450 Streptococcus sp. viridujici
CF3 16 J441 Staphylococcus sp.
CF3 17 J441 Staphylococcus sp.
CF3 18 J448 Streptococcus sp. viridujici
CF3 19 J448 Staphylococcus sp.
CF3 20 J441 Staphylococcus sp.
CF3 21 J441 Staphylococcus sp.
CF3 22 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF3 23 E840 Moraxella catarrhalis
CF3 24 J448 Enterobacteriaceae
CF3 25 J448 Streptococcus sp. viridujici
CF3 26 J441 Staphylococcus sp.
CF3 27 J441 Moraxella catarrhalis
CF3 28 E840 Moraxella catarrhalis
CF3 29 E840 Staphylococcus aureus
CF3 30 E840 Achromobacter sp.
CF3 31 J441 Enterococcus sp.




10.11 Kompletni seznam kmen @ pouZzitych ve studii - pokra €ovani

Krabi €&ka | Pozice | Diagnoza Rod Druh
CF3 32 J448 Escherichia coli
CF3 33 J448 Staphylococcus sp.
CF3 34 E840 Moraxella catarrhalis
CF3 35 J441 Acinetobacter sp.
CF3 36 E849 Staphylococcus sp.
CF3 37 E840 Pseudomonas sp.
CF3 38 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF3 39 J448 Acinetobacter sp.
CF3 40 J448 Escherichia coli
CF3 41 J441 Streptococcus sp. viridujici
CF3 42 E849 Klebsiella pneumoniae
CF3 43 E849 Klebsiella pneumoniae
CF3 44 E849 Klebsiella pneumoniae
CF3 45 E840 Staphylococcus aureus
CF3 46 E840 Streptococcus sp. viridujici
CF3 47 E840 Staphylococcus aureus
CF3 48 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF3 49 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF3 50 E840 Staphylococcus sp.
CF3 51 J209
CF3 52 J441 Streptococcus sp. anhemolyticky
CF3 53 J441 Streptococcus sp. viridujici
CF3 54 J441 Staphylococcus sp.
CF3 55 E848 Escherichia coli
CF3 56 E848 Pseudomonas aeruginosa
CF3 57 J448 Streptococcus sp. viridujici
CF3 58 J448 Stenotrophomonas | maltophilia
CF3 59 E840 Burkholderia cepacia




10.11 Kompletni seznam kmen @ pouZzitych ve studii - pokra €ovani

Krabi €ka | Pozice | Diagnoza Rod Druh
CF3 60 N111
CF3 61 E849 Escherichia coli
CF3 62 E849 Streptococcus agalactiae
CF3 63 E849 Streptococcus pneumoniae
CF3 64 E849 Staphylococcus aureus
CF3 65 E849 Escherichia coli
CF3 66 J448 Streptococcus sp. viridujici
CF3 67 E849 Staphylococcus sp.
CF3 68 J180
CF3 69 E840 Pseudomonas sp.
CF3 70 E840 Pseudomonas sp.
CF3 71 E840 Staphylococcus aureus
CF3 72 J449 Stenotrophomonas | maltophilia
CF3 73 J449 Enterobacteriaceae
CF3 74 J449 Pseudomonas aeruginosa
CF3 75 J449 Enterobacteriaceae
CF3 76 J448 Escherichia coli
CF3 77 E840 Pseudomonas sp.
CF3 78 E840 Staphylococcus aureus
CF3 79 E840 Klebsiella pneumoniae
CF3 80 J448 Pseudomonas aeruginosa
CF3 81 J448 Pseudomonas sp.
CF4 1 J448 Morganella morganii
CF4 2 E840 Streptococcus sp. viridujici
CF4 3 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF4 4 ?
CF4 5 J448 Streptococcus sp. viridujici
CF4 6 J449 Streptococcus sp. viridujici




10.11 Kompletni seznam kmen @ pouZzitych ve studii - pokra €ovani

Krabi €&ka | Pozice | Diagnoza Rod Druh
CF4 7 J448 Streptococcus sp. viridujici
CF4 8 J448 Staphylococcus sp.

CF4 9 J449 Moraxella catarrhalis
CF4 10 J448 Staphylococcus sp.

CF4 11 E849 Staphylococcus | sp.

CF4 12 E849 Staphylococcus aureus

CF4 13 J448 Staphylococcus aureus

CF4 14 E841 Staphylococcus aureus

CF4 15 J441 Klebsiella sp.

CF4 16 J442 Moraxella catarrhalis
CF5 17 J443 Burkholderia cepacia
CF4 18 J448 Staphylococcus aureus

CF4 19 E840 Pseudomonas aureus

CF4 20 E840 Streptococcus sp. viridujici
CF4 21 J441 Streptococcus sp. viridujici
CF4 22 J441 Moraxella catarrhalis
CF4 23 E849 Streptococcus sp. viridujici
CF4 24 E849 Moraxella catarrhalis
CF4 25 J448 Escherichia coli

CF4 26 J448 Klebsiella pneumoniae
CF4 27 E840 Klebsiella pneumoniae
CF4 28 E840 Staphylococcus aureus

CF4 29 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF4 30 E840 Staphylococcus aureus

CF4 31 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF4 32 E840 Pseudomonas sp.

CF4 33 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF4 34 E849 Pseudomonas aeruginosa




10.11 Kompletni seznam kmen @ pouZzitych ve studii - pokra €ovani

Krabi ¢ka | Pozice | Diagnéza Rod Druh
CF4 35 E840 Pseudomonas aeruginosa
CF4 36 E840 Pseudomonas sp.

CF4 37 E840 Pseudomonas sp.
CF4 38 E840 Burkholderia cepacia




