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Optimalizace real-time PCR pro detekci bakterie

Klebsiella pneumoniae

Abstrakt

Predmétem této bakalarské prace je optimalizace real-time PCR pro detekci bakterie
Klebsiella pneumoniae s vyuzitim primera z publikace Sun et al, 2010, pro SYBR Green
real-time PCR a end point PCR a primerti navrzenych vedouci této prace (Stehlikova,
nepublikovano) pro TagMan real-time PCR. Vybrané primery byly nasledné testovany
na vzorcich Cisté kultury Klebsiella pneumoniae 4799 ze sbirky DSMZ a verifikovany
na 4l vzorcich stéri z bukalni sliznice. Dale bylo provedeno stanoveni specificity
za pouziti 26 izolati bakterialni DNA a senzitivity detekénich metod PCR v zavislosti
najejich rutinnim pouZzivani, stanoveni jejich detek¢nich limitdi a porovnani.
Optimalizovana metoda je senzitivni a specificka pro danou bakterii, vhodna pro vyuziti

k detekci bakterie Klebsiella pneumoniae.
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Optimization of Real-Time PCR for detection of Klebsiella pneumoniae

Abstract

The subject of this bachelor's thesis is the optimization of real-time PCR for the detection
of the bacteria Klebsiella pneumoniae using primers from the publication Sun et al, 2010,
for SYBR Green real-time PCR and end point PCR and primers designed
by the supervisor of this thesis (Stehlikova, unpublished) for TagMan real-time PCR.
The selected primers were subsequently tested on pure culture samples of Klebsiella
pneumoniae 4799 from the DSMZ collection and verified on 41 buccal swabs.
Furthermore, assessment of specificity was accomplished using 26 bacterial DNA
isolates. Assessment of sensitivity of PCR detection methods was accomplished
depending on their routine use, assessment of their limits of detection and comparison.
The optimized method is sensitive and specific for the bacteria, suitable for use

in the detection of bacteria Klebsiella pneumoniae.
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1 Uvod

Klebsiella pneumoniae je z hlediska klinického vyznamu nejvyznamnéjSim
bakterialnim druhem rodu Klebsiella. Jedna se o oportunni bakterii, ktera je pficinou
nozokomialnich infekci. Pfi absenci 1é¢by je zaznamendna vysokd mira Umrtnosti,
a to véetné absence 1é¢by infekci mocovych cest a kontaminace ran (Jasim, nedatovano).

Pro zahajeni 1éCby je nutnad v€asna detekce této bakterie a jeji spolehlivé odliSeni
od pfibuznych druht, jako napt. Klebsiella oxytoca, ktera je druhym nejrozsifenéjSim
druhem bakterii rodu Klebsiella, hned po K. pneumoniae (Kovtunovych et al., 2003).

Metodu real-time PCR lze vyuzit pro detekci mnoha patogend, a to vCetné bakterie
K. pneumoniae. Tato metoda je po optimalizaci specifickd a senzitivni. Vzhledem
k narocnosti ziskani a zpracovani vzorkd je vhodné mit citlivou metodu, pii které lze
pouzit neinvazivni odbér vzorku a detekovat patogen po extrakci celkové DNA.

Vhodnym in silico zpracovanim dat je mozné navrhnout reakéni komponenty tak,
aby byly vhodné pro optimalizaci reakcni smési. Metoda detekce je za ur¢itych podminek
prenositelna.

Predmétem této bakalarské prace je optimalizace metody real-time PCR nalezenim
primera popf. sond specifickych pro detekci bakterie K. pneumoniae, jejich nasledné
testovani na vzorcich Cisté kultury K. pneumoniae a verifikace na vzorcich stéri z bukalni
sliznice. Dale bylo provedeno stanoveni specificity a sensitivity detekénich metod PCR
v zavislosti na jejich rutinnim pouzivani, stanoveni jejich detekcnich limitli a porovnani.

Optimalizovanou metodu real-time PCR bude mozno vyuzit pii detekci bakterie

K. pneumoniae. Detekce bude specificka pro danou bakterii.



2 Klebsiella pneumoniae

2.1 Klasifikace

K. pneumoniae byla poprvé izolovana némeckym lékarem Edwinem Klebsem
ve druhé poloving€ devatenactého stoleti (Prince, et al., 1997). Bakterii K. pneumoniae
objevil a popsal v roce 1882 Carl Friedlander z pitvy plic pacienta zemielého na zéapal
plic. Ziskala tak svij pivodni nazev Friedlandertv bacil a teprve o 4 roky pozdéji byla
pfejmenovana na Klebsiella pneumoniae (Jamshaid et al., 2005).

K. oxytoca je druhym nejCastéji se vyskytujicim druhem rodu Klebsiella,
hned za K. pneumoniae. Mezi dalsi druhy patii Klebsiella planticola, Klebsiella
ornithinolytica a Klebsiella terrigena, které se vyskytuji pouze ziidka (Kovtunovych
et al., 2003).

2.2 Taxonomie
K. pneumoniae je mikroorganismus rodu Klebsiella, patfici do klinicky vyznamné
Celedi Enterobacteriaceae, tadu Enterobacteriales, ttidy Gammaproteobacteria,

ktera spada do kmene Proteobacteria domény Bacteria (CABI digital library, 2021).

2.3  Morfologie

K. pneumoniae je kratkd, objemnd, rovna, tyCinkovitd, gramnegativni bakterie
o velikosti 1 — 2 um x 0,5 — 0,8 um. Usporadané jsou jednotlivé nebo ve dvojicich
¢i kratkych tetézcich, nékdy ve shlucich. Jedna se o nepohyblivou bakterii bez biciku

a spor (Batra, 2018).

2.4 Virulence

Bezprostiedné po vstupu do téla, mize bakterie vykazovat vysoky stupeii virulence
a rezistence vuci antibiotikim (Jondle et al., 2018).

K. pneumoniae je obklopena polysacharidovou kapsli, jedna se o nejvyznamné;si
charakteristicky faktor virulence, ktery chrani bakterie pred fagocytézou makrofagy
(Lawlor et al., 2005).

Druhym faktorem jsou lipopolysacharidy pokryvajici vné&j§i membranu
gramnegativnich bakterii. Imunitni odpovéd pacienta na lipopolysacharid vede
ke spusténi kaskady zanétlivych reakci v hostitelském organismu, nasledné sepsi
a septickému Soku (Martin a Bachman, 2018).

Dal§imi faktory virulence jsou adhezivni fimbrie umoziujici bakterii pfipojit

se k hostitelskym bunkam (Lawlor et al., 2005) a také siderofory se schopnosti ziskavat



od hostitele zelezo, které je nezbytnim kofaktorem pro metabolismus bakterii (Clegg

a Murphy, 2016).

2.5 Patogenita

U lidi se K. pneumoniae vyskytuje v gastrointestinalnim traktu a nosohltanu,
pres ktery muize vstoupit do krevniho obéhu ¢i jinych tkani a zpusobit tak infekci (Wang
et al., 2020). K. pneumoniae je jednim z nejvyznamnéjSich nemocni¢nich patogent.
Infekce se snadno §ifi pfimym kontaktem z pacienta na pacienta ¢asto prostrfednictvim
kontaminovanych rukou nemocni¢niho personalu (Starzyk-Luszcz et al., 2017). Zdrojem
infekce je dale dusledkem chybnych hygienickych postupti kontaminované lékaiské
vybaveni (katétry, ventilatory, chirurgické nastroje). Vzhledem ke své schopnosti
rychlého Sifeni maji tyto bakterie tendenci zpisobovat ohniska nozokomialnich infekci
v nemocni¢nim prostfedi. Vzhledem k antibiotické rezistenci omezujici moznosti terapie

jsou nutna prisnéj§i opatfeni pro zamezeni Sifeni nakazy (Podschun a Ullmann, 1998).

2.6 Vyskyt
K. pneumoniae se vyskytuje napfic celou pfirodou ve vodé, pudeé, rostlinach, zveéfi
i lidech. Bé€zné& u lidi kolonizuje povrchy sliznic a v malém mnozstvi je soucasti bézné

sttevni mikroflory €loveéka (Martin a Bachman, 2018).

2.7 Onemocnéni

Bakterie rodu Klebsiella jsou fazeny mezi oportunni patogeny kolonizujici povrchy
sliznic, aniz by pisobily né&jaké patologie, nicméné se mohou ze sliznic §ifit dale do jinych
tkani, kde mohou zpusobovat zivot ohrozujici infekce jako zapal plic, infekce mocovych
cest, infekce krevniho fecisté a sepse (Bengoecha et al., 2019).

K. pneumoniae byla identifikovana jako hlavni nosokomialni patogen (Fukigai et al.,
2007) se schopnosti zplisobovat pneumonii, bronchitidu, infekce mocovych cest a infekce
ran, zejména u kojenct, diabetikd, onkologickych pacientt, pacientti 1éCenych antibiotiky
a u pacientu star§iho véku (Podschun a Ullmann, 1998).

Pneumonie zpusobena K. pneumoniae je obvykle spojena s vysokou mortalitou
(Chen et al., 2022). Jedna se obvykle o akutni zavazné onemocnéni doprovazené kaslem,
bolesti na hrudi, dusnosti a horeCkou. Soucasti je nekrotizujici plicni zanét s piitomnosti
hustého rosolovitého krvavého sputa. Ziidka dochazi k metastatickym komplikacim

zpusobujicim perikarditidis, artritidis ¢i meningitidis (Prince et al., 1997).
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2.8 Epidemiologie

K. pneumoniae je komenzalni a oportunni bakterie. V poslednich desetiletich se stala
hlavnim pavodcem nemocni¢nich infekci. Stale cast€ji jsou hlaseny pfipady
hypervirulentnich a multirezistentnich kloni K. pneumoniae u nozokomialnich
i komunitnich infekci. K. pneumoniae zpuasobuje Sirokou S$kalu infekci zejména
u pacientd s oslabenym imunitnim systémem. Jeji pfenos je zpusoben prostiednictvim
povrchu kize zdravotnickych pracovniki a gastrointestinalnim traktem pacientd
(Moradigaravand et al., 2017).

Rozlozeni cCetnosti miry vyskytu infekci K. pneumoniae se li§i podle zemé
a demografie. Invazivni komunitni infekce jsou hlaSeny zejména ve vychodni
a jihovychodni Asii a u osob asijského etnika (Lam et al., 2021).

V zapadni kultufe se odhaduje, ze ptiblizné 3-5 % veskeré komunitni pneumonie
je zpusobena K. pneumoniae, ale v rozvojovych zemich predstavuje piiblizné 15 % vSech
pfipadii pneumonie. Celkové K. pneumoniae ptedstavuje piiblizné 12 % vSech
nemocni¢nich pneumonii. U pacientd s ventilatory, u nichz se rozvine zapal plic,
je az 12 % zpusobeno K. pneumoniae, zatimco u pacientt, ktefi nejsou ventilovani,
se vyskytuje pouze v 7 %. Umrtnost se pohybuje od 50 % do 100 % u pacientd trpicich
alkoholismem a septikémii (Ashurst, 2022).

2.9 Klinické projevy

Symptomy komunitni pneumonie se vyznacuji horeckou, rosolovitym sputem,
namahavym dychanim, kaslem a bolesti na hrudi (Prince et al., 1997). K. pneumoniae
v krevnim ob&hu miiZze zplisobit meningitidu, ktera postihuje centralni nervovy systém.
Symptomy zahrnuji ostrou bolest hlavy, nevolnost, zavraté, ztuhlost Sije a zménu
psychického stavu (Young a Thomas, 2018). Infekce mocovych cest a bakteriémie jsou
hlavnimi disledky infekci zptsobenych bakterii K. pneumoniae (Podschun a Ullmann,

1998).

2.10 Lécha

Vzhledem k nizkému vyskytu K. pneumoniae v komunité by se 1écba pneumonie
meéla fidit standardnimi pokyny pro antibiotickou terapii. Jakmile je infekce
K. pneumoniae v podezieni nebo je potvrzena, antibiotickd 1écba by meéla byt
pfizptisobena citlivosti na antibiotika. Soucasné rezimy pro komunitné ziskanou
pneumonii zpusobenou K. pneumoniae zahrnuji dvoutydenni 1é¢bu bud’ cefalosporinem

treti nebo Ctvrté generace v monoterapii nebo respiratnim chinolonem v monoterapii
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nebo nékterym z predchozich rezimt ve spojeni s aminoglykosidy. Pokud je pacient
alergicky na penicilin, méla by byt podana 1écba aztreonamem nebo respiraCnim
chinolonem. U nozokomialnich infekci mize byt karbapenem pouzit jako monoterapie
(Ashurst, 2022).

V piipadé diagnostikované ESBL - Sirokospektré betalaktamazy (enzymy
produkované nékterymi mikroby, které hydrolyzuji peniciliny, cefalosporiny vsech
generaci a monobaktamy; jsou inhibovany inhibitory b-laktamaz (napt. klavulanovou
kyselinou), nehydrolyzuji karbapenemy a obvykle ani cefamyciny (naptf. cefoxitin)
(Hrabak, 2008)), by méla byt zahijena lécba karbapenemem vzhledem k mife jeho
citlivosti na celém svété. Lécba CRE (karbapenem rezistentni enterobacteriaceae)
zahrnuje antibiotika ze tfidy polymyxind, tigecyklin, fosfomycin, aminoglykosidy nebo
karbapenemy s dualni 1éébou. Kombinovana terapie dvou ¢i vice ¢inidel muze snizit

mortalitu ve srovnani se samotnou monoterapii (Ashurst, 2022).
2.11 Zpusoby detekce

2.11.1 Mikroskopie

Jelikoz se jednd o gramnegativni tyCinky, barvi se bakterie rodu Klebsiella
Grammovym barvenim razove. Nékteré enterobakterie byvaji vyraznéji zbarvené u pola
nez uprostied, ¢imz mohou vytvaret dojem, ze se nejedna o tyCinku, ale o dva koky

(Zahradnicek, 2012).

2.11.2 Kultivace

Kultivace na krevnim agaru tvori bilé kolonie, které se od kolonii stafylokoka
a enterokoku odlisuji vodoveéjsi konzistenci a vétsi velikosti (Zahradnicek, 2012).

K. pneumoniae je nehemolytickd pro lidské cervené krvinky, avSak bylo zjisténo,
ze je hemolyticka pro krali¢i krevni agar (Sharma et al., 2015).

Endova puda je selektivni pro enterobabakterie, vibrionaceae a gramnegativni
nefermentujici ty¢ky (Zahradnicek, 2012). K. pneumoniae je bakterie fermentujici
laktozu (Cabelli, 1953), coz vede k tvorbé nacervenalych (rizovych) kolonii
(Zahradnicek, 2012).
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2.11.3 Serologie

Stanovuji se koncentrace IgA a IgM protilatek proti K. pneumoniae v séru za vyuziti
metody ELISA (Soto et al., 2016). Zakladnim principem metody ELISA je pouziti
enzymu k detekci vazby antigenu (Ag) a protilatky (Ab). Enzym pfevadi bezbarvy
substrat (chromogen) na barevny produkt, indikujici pfitomnost vazby antigen—protilatka

(Ma et al, 2006).

2.11.4 MLST

Multilokusova sekvencni typizace (MLST) je metoda zalozena na nukleotidové
sekvenci (Diancourt, 2005). MLST poskytuje standardizovany reprodukovatelny systém
pro identifikaci kment a nomenklaturu pro dany druh (Maiden, 2006). Vefejné dostupna
databaze hostovana v institutu Pasteur zahrnuje schéma MLST se sedmi lokusy (pozicemi
na chromozomech), které tvoii zaklad nomenklatury klinicky dilezitych klonalnich
skupin pro K. pneumoniae. Pomoci MLST lze odliSit bakterii K. pneumoniae
od ptibuznych bakterii jako K. variicola nebo K. quasipneumoniae. Srovnani sekvenci
téchto tii druht ukazalo, ze se vzajemné liSi primérnou nukleotidovou divergenci

03 -4 % (Wyres et al, 2016).

2.11.5 PCR a jeji modifikace

Metody PCR v realném case jsou oproti standardni PCR rychlejsi a zajistuji
specificitu za pouziti sond (Hartman et al., 2009). Pro amplifikaci sekvence specifické
pro K. pneumoniae jsou potfeba primery komplemenarni k jedine¢né nukleotidové
sekvenci genomu K. pneumoniae (Liu et al., 2008). Byly vyvinuty testy druhové
specifické pro K. pneumoniae detekujici geny pro hemolysin, ¢i geny, které jsou vysoce
asociované s fenotypem HMV u hypermukoviskoznich (HMV) kmena K. pneumoniae
(Hartman et al., 2009).

Mozné je pouziti multiplexni PCR k detekci kapsularnich typt K1, K2, K5 (Turton
et al., 2008), K20, K54 a K57 (Turton et al., 2010), dtlezitych faktora virulence, pomoci
sérotypove specifickych cilt (Turton et al., 2008).
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3 Metody

3.1 Izolace DNA
Izolace DNA je prvni fazi vétSiny metod. Jejim cilem je ziskani dostatecného
mnozstvi DNA ¢i RNA v co nej€istsim stavu. Kvalita extrahovaného materialu je dilezita
pro ziskani spolehlivych vysledki v navazujicich postupech (Beranek, 2016).
Metody izolace nukleovych kyselin vyuzivaji:
1. rozdilné rozpustnosti biologickych makromolekul
2. adsorpce na pevny podklad
3. ultracentrifugace v gradientnich roztocich
Vybér metody extrakce DNA zavisi na zpusobu nasledné analyzy. Pozadavky
na mnozstvi a integritu nukleové kyseliny se mohou u riiznych metod lisit, napt. pro PCR
reakci staci jen malé mnozstvi vstupniho materialu, zatimco pro podrobné genetické

analyzy je potieba dostateéné zasobni mnozstvi nukleové kyseliny (Smarda et al., 2005).

3.1.1 Lyze bunék

Prvnim ptedpokladem je dostupnost vstupniho materialu (bakterialni kultury, vzorky
tkani aj.). Vstupni material by mél byt Cerstvy, zmrazeny nebo lyofilizovany, aby nedoslo
k degradaci nukleovych kyselin enzymy piitomnymi v bunééném extraktu (Smarda et al.,
2005).

Pro uvolnéni bunécného obsahu je potieba vyvolat lyzi bunécné stény. Stény
bakterialnich bunék jsou obvykle rozruSovany lysozymem (tento enzym se pfirozené
vyskytuje ve vajecném bilku) (Gill et al., 2016). Spolu s lysozymem jsou pouzivany
detergenty pro rozpousténi cytoplazmatické membrany (napf. laurylsiran sodny)
a chelatacni c¢inidla (napt. EDTA), kterd vazou dvojmocné kationty a destabilizuji tak
vnéj$i bakterialni membranu a zaroven inhibuji deoxyribonukleazy (Ares, 2012).

Po rozruSeni bunécné stény a plazmatické membrany vznikd komplexni smeés DNA,

RNA, proteind, lipidd, sacharida a uhlovodika (Beranek, 2016).

3.1.2 Neutralizace neZadoucich latek

Pro odstranéni RNA se vyuzivaji ribonukledzy (RNazy), které jsou stabilni
i za vysSSich teplot. Je mozné je zahtat na 65 °C a odstranit tak stopy deoxyribonukleaz
poskozujicich DNA.

Pro odstranéni proteint se vyuzivaji proteazy. Bunky obsahuji fadu enzymu, které

zpusobuji degradaci nukleovych kyselin, dale také proteiny, které se mohou na DNA
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navazat a snizit tak ucinnost nasledujicich postupd, coz je zasadnim divodem pro jejich

odstranéni (Tan a Yiap, 2009).
3.1.3 Metody izolace

3.1.3.1 Fenol-chloroformova extrakce

Smés fenolu a chloroformu je nemisitelna s vodou. Po jejim piidani do vodného
prostiedi bunécného lyzatu tak zpusobi tvorbu dvou fazi. Po promichani dojde
k denaturaci proteint, jejich vysrazeni a naslednou centrifugaci se srazenina oddéli

od leh¢i vodné faze (Tan a Yiap, 2009).

3.1.3.2 Etanolova precipitace

Vodny roztok nukleové kyseliny zbaveny proteinti po fenol-chloroformové extrakci
je potieba zbavit stop fenolu a chloroformu. Obzvlasté fenol ponechany v roztoku by
mohl zpisobit nezadouci denaturaci enzymu pii naslednych postupech (Figueroa-Bossi
et al., 2022).

Pomoci precipitace (srazeni) alkoholem je mozné pievést NK do malého objemu
a zajistit jeji precisténi. NejCastéji je vyuzit etanol ¢i izopropanol. Nukleové kyseliny je
mozné srazet do podoby agregatu za pritomnosti jednomocnych iontd (napt. Na*, K¥,
NH4"). Agregat pii centrifugaci sedimentuje na dno zkumavky. Soli lze srazet spolecné
s NK a z precipitatu je odstranit promytim 70% etanolem. Po odpafeni etanolovych par
dojde k opétovnému rozpusténi DNA ve vodném roztoku.

Roztok DNA je obvykle uchovavan pii 4 °C (Smarda et al., 2005).

3.1.3.3 Kolonkova metoda

Izolace DNA pomoci komercné dostupnych kitli obsahujicich plastové kolonky,
lyzaéni, promyvaci a eluéni pufry (Tagliaferro et al., 2021).

Uvnitt kolony se nachdzi vrstva modifikovaného silikagelu, ktera slouzi
k zachycovani nukleové kyseliny. Lyzacni pufry ¢asto obsahuji kationické detergenty pro
rozruSeni biologickych membran bunék a dale chaotropni latky snizujici polaritu
rozpoustédel a zvySujici rozpustnost bilkovin. Chaotropni soli narusuji hydratacni vrstvu,
NK se tak vaze na nehydratovany silikagel. Centrifugaci za pfitomnosti promyvacich
pufrt je lyzat promyvan a jsou z n¢j odstranovany nezadouci latky. Elu¢ni pufr obnovuje
vazbu vody a NK a hydratuje silikagel. NK se tak vyvaze z vrstvy silikagelu a je
zachycena do sbérné zkumavky (Beranek, 2016).
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3.2 PCR

Polymerazova tetézova reakce, zkracené¢ PCR, je zakladni molekularni metoda,
objevena Kary B. Mullisem, ktery za jeji vyvin ziskal v roce 1993 Nobelovu cenu
za chemii (Mullis, 1994). PCR byla inovativni metodou, jez pomohla k rychlému rozvoji
molekularni biologie. Jedna se o metodu, ktera umoziuje amplifikaci specifické sekvence
nukleové kyseliny in vitro (Bell, 1989).

PCR muze byt provedena s pouzitim zdrojové DNA zraznych druhd tkani
a organismu, vCetné periferni krve, vlast, kize, slin a mikrobl. PostaCujici je pouze
stopové mnozstvi DNA pro vytvoreni dostate€ného mnozstvi kopii pro analyzu
konven¢nimi laboratornim metodami. Z tohoto divodu je PCR povazovana za metodu
s vysokou citlivosti.

Kazda PCR reakce vyzaduje pfitomnost templatové DNA, primerd, nukleotida
a DNA polymerazy.

DNA polymeraza je kliCovym enzymem umoziujicim napojovani nukleotida a tim
vznik PCR produktu (Gariban, 2013). Vzhledem k tomu, ze je nutné zvysit teplotu
k oddéleni fetézct dvouvlaknové DNA v kazdém kole amplifikacniho procesu, hlavnim
krokem vpred se stal objev termostabilni DNA polymerazy (Taq polymeraza), ktera byla
izolovana z Thermus aquaticus — bakterie, ktera se vyskytuje ve vodé a pudé
v hypertermalnim prostiedi. V dusledku toho neni nutné ptidavat novou polymerazu
v kazdém kole amplifikace (Hunt, 2000).

Nukleotidy zahrnuji 4 baze — adenin (A), thymin (T), cytosin (C) a guanin (G). Tyto
baze se paruji dle pravidel komplementarity, tedy adenin sthyminem a cytosin
S guaninem.

Primery jsou umeéle vytvorené, kratké fetézce DNA (obvykle 18-25 bp) (Weier
a Gray, 1988). Pofadi bazi v primeru urcuje, kterd sekvence nukleové kyseliny bude
amplifikovana, a to na zaklad¢ jejich vzijemné komplementarity. Primer naseda
na templatovou DNA v mist€, kde se navaze DNA polymeraza, kterd umozni syntézu
nového fetézce (Rahman et al., 2013).

Kritickym parametrem pro design primeru je jeho délka (Wu et al, 1991). Obecné
jsou nejvhodnéjsi primery o délce 17-34 nukleotidd. U primertd kratSich hrozi
nedostatecna specificita vici pozadované sekvenci DNA. Nejvice specifické primery
maji délku 18-24 nukleotidi (Dieffenbach, 1993). Jako optimalni teplota tani (Tm)
primeru se uvadi 52-58 °C (Abd-Elsalam, 2003). Dulezitou charakteristikou nukleové
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kyseliny je i obsah bazi GC, jejich mnozstvi informuje o sile annealingu a mélo
by dosahovat 45-60 % (Dieffenbach et al., 1993).

Vyse zminéné komponenty jsou nasledné namichany do reak¢ni zkumavky, ktera je
umisténa do thermocycleru, tedy do stroje umoziujiciho cyklické opakovani jednotlivych
fazi polymerazové fetézové reakce. Thermocycler po umisténi zkumavek postupné
zvySuje a snizuje teplotu dle pfedem nastaveného programu (Weier a Gray, 1988).

Prvni fazi je denaturace, tedy rozdéleni dvou vlaken DNA vlivem rostouci teploty,
kterd je zvySena na 94 °C po dobu 1-2 minut. Pfi teplot¢ nad 80 °C nemohou byt
udrzovany vodikové mustky a dvouvlaknova DNA (dsDNA) se denaturuje
na jednovlaknovou DNA (ssDNA).

Druhou fazi je annealing provadény pfi teplot¢ mezi 40-70°C po dobu
30-60 sekund. Snizeni teploty umoziuje reformaci vodikovych vazeb a nasedani
specifickych primerd na cilové segmenty DNA. Navazani specifickych primert a cilové
DNA miiZe nastat pouze v piipadé jejich vzajemné komplementarity. Cim vy3i je teplota
nasedani primeru, tim specifictéjsi a selektivn&jsi primer je.

Treti fazi je elongace. Teplota se v této fazi zvysuje na 72 °C na 2—5 minut a dochazi
pfi ni k syntéze komplementarniho vlakna. Taq polymeréaze vaze na ssDNA s navazanym
primerem a katalyzuje replikaci pomoci deoxyribonukleosidtrifosfatti pfitomnych
v reakéni smési. Useky templatové DNA jsou smérem od primerd syntetizovany. Syntéza
analyzovatelného mnozstvi DNA trva 20—40 cykli, v kazdém cyklu se mnozstvi kopii
zdvojnasobi.

Pro vizualizaci PCR produktu se vyuziva elektroforéza (Kadri, 2020).

3.3 Elektroforéza

Elektroforéza je instrumentalni technika umoziujici separaci, identifikaci
a purifikaci nukleovych kyselin na zakladé€ jejich rozdilné mobility ve stejnosmeérném
elektrickém napéti (Beranek, 2016).

Elektroforéza na agar6zovém gelu je velmi G¢innym zpusobem separace fragmentu
DNA rtznych velikosti v rozmezi od 100 bp do 25 kbp.

Agardza je izolovana u mofskych fas rodi Gelidium a Gracilaria a sklada
se z opakovanych agarobidozovych (L- a D-galaktézovych) podjednotek. Béhem
gelovaténi se agarozové polymery nekovalentné spojuji a tvori sit’. Velikost pora urcuje

vlastnosti gelu jakozto molekularniho sita.

17



Pro separaci DNA pomoci elektroforézy na agarézovém gelu se DNA napipetuje
do prfedem odlitych jamek v gelu a aplikuje se proud. Fostatova kostra DNA (a RNA)
je zaporné nabitd, proto pii umisténi do elektrického pole budou fragmenty DNA
migrovat smérem ke kladné nabité anod¢.

Molekuly DNA jsou v agarézovém gelu oddéleny podle velikosti tak, ze ujeta
vzdalenost je neptimo umeérna logaritmu molekulové hmotnosti.

Rychlost migrace molekuly DNA pres gel je urena: velikosti molekul DNA,
koncentraci agar6zy, konformaci DNA. pouzitém napéti, pfitomnosti ethidium bromidu,
typem agarozy a elektroforetickym pufrem. (Lee et al., 2012)

Po separaci mohou byt molekuly DNA vizualizovany pod UV svétlem po obarveni
vhodnym interkala¢nim barvivem (ethidium bromid), které se pfi klasické elektroforéze
smicha se vzorkem nebo je pfidan do agarézového gelu v prabéhu jeho pfipravy

(Beranek, 2016).

3.4 Real-time PCR
Real-time PCR, neboli polymerdzova tetézova reakce v realném case, je zalozena
na detekci fluorescencniho signalu produkovaného béhem amplifikace templatové DNA.
Narozdil od end point PCR, real-time PCR zaznamenava mnozstvi amplifikované
DNA v kazdém cyklu (v redlném case) (Bustin, 2005). Lze tak kombinovat amplifikaci
DNA a detekci amplifikacnich produkti bez potieby gelové elektroforézy (Bustin, 2000).
Pristroj pro real-time PCR se sklada z termocycleru s integrovanym zdrojem
excitacniho svétla (lampa, laser nebo LED: svétlo emitujici dioda), fluorescen¢niho
detek¢niho systému nebo fluorimetru a softwaru, ktery zobrazuje zaznamenana
fluorescen¢ni data jako kfivku amplifikace DNA. Je nutné prfidat do reak¢ni smési
interkala¢ni barvivo dsDNA nebo fluoroforem znacenou sondu (Navarro, 2015).
Nespecifické zdroje fluorescence:
e SYBR Green
e Ethidium bromid
e Eva Green
e Nespecificka interkalacni Cinidla se vazi pouze na dsDNA, coz vede k jejich
fluorescenci. Detekuji specifické 1 nespecifické amplifika¢ni produkty.
Specifické zdroje fluorescence:
e Molecular beacon probes — Béhem annealingu se Beacon sonda rozvine

a navaze na cilovou sekvenci DNA, coz vede k emisi fluorescen¢niho zareni
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e TagMan sondy — V roztoku je fluorescencni signal zhasen v disledku
skutecnosti, ze dva fluorofory sondy jsou v tésné blizkosti. Ve fazi elongace
je navazana hydrolyzacni sonda degradovana 5'-3'-exonukledzovou aktivitou
DNA polymerazy, coz generuje fluorescenci z reportéru.

e Scorpion sondy — Po navazani sondy na cilovy usek DNA, zkopiruje DNA
polymeraza cilovou sekvenci. V dalsi fazi denaturace se specificka sekvence
sondy vaze na komplementarni oblast ve stejném fetézci nove amplifikované
DNA, coz vede k emisi fluorescen¢niho zareni.

e Specifické zdroje fluorescence vyuzivaji  fluorofory  pfipojené
k oligonukleotidim a detekuji pouze specifické produkty PCR (Navarro,
2015).

U real-time PCR vyuzivajici vazbu SYBR green na amplifikovanou DNA métime
narust fluorescence, jak se barvivo vaze na rostouci mnozstvi DNA v reak¢ni zkumavce.
Toto zvySeni fluorescence pochazi bud” z DNA, kterou chceme méfit, nebo mize Cast
signalu pochazet z jiné DNA nez z nami cilené. Jednim ze zpisobu, jak provést urcitou
kontrolu produktq, je provést kiivku tani (Hunt, 2006).

Princip TagMan real-time PCR je zalozen na S§tépeni sondy exonukleazovou
aktivitou Tag polymerazy béhem amplifikace. Sonda obsahuje fluorescencni reportér
na 5' konci a zhaSeci barviva na 3' konci. Na zacatku reakce nedochézi k fluorescenci
kvuli blizkosti zhaseciho barviva a fluorescen¢niho reportéru (Désiré et al., 2001).
Po denaturaci DNA a po nasednuti primert se sonda specificky navaze na cilovou DNA.
Béhem syntézy komplementarniho fetézce Tag polymerdza narazi na TagMan sondu
a rozstépi ji svou endonukleazovou aktivitou. Tim dochazi k uvolnéni fluorochromu, jeho
vzdaleni od zhaseCe a k emisi fluorescenéniho zafeni, které je nasledné zaznamenano
termocyclerem.

TagMan sondy se specificky vazou na kazdy cil, tim padem nedochazi k detekci
nespecifickych produktid. Nevyhodou TagMan sond je jejich cena, jelikoz pro kazdy cil
je nutné syntetizovat specifickou sondu (Fattahi et al., 2017).

Cyklus, pfi kterém intenzita emise zafeni zdroje fluorescence stoupa nad Sum pozadi,
se oznacuje jako prahovy cyklus (Ct) (Valasek, 2005). VSechny metody pro meéteni
Ctjsou zalozeny na fluorescencnim monitorovani tvorby amplikonové DNA (Rutledge
et al., 2003). Ct je stanovena v exponencialni fazi PCR reakce a je nepfimo itmérna poctu
kopii cilové sekvence DNA. Proto ¢im vyssi je pocatecni pocet kopii cilené nukleové

kyseliny, tim dfive je pozorovan vyznamny narust fluorescence a tim nizsi je Ct (Bustin,
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2005). Finalni produkt lze charakterizovat teplotou, pii které dvousroubovice disociuje
(melting curve, stanovuje se u SYBR green real-time PCR). Cim vys3i je teplota tani,
o specifictéjsi produkt se jedna. Tato teplota tani je zavisla na délce produktu a usporadani
nukleotidi (Valasek, 2005).

Stroj v realném Case nejen monitoruje syntézu DNA béhem PCR, ale také urcuje bod
tani produktu na konci amplifikacnich reakci. Teplota tani dvousroubovice DNA zavisi
na jejim zakladnim sloZeni a délce. VSechny produkty PCR pro konkrétni par primera
by mély mit stejnou teplotu tani. Protoze SYBR green nerozlisuje mezi jednou DNA
a druhou, dilezitym prostfedkem kontroly kvality je kontrola, ze vSechny vzorky maji
podobnou teplotu tani, a tedy nevznikaji nespecifické produkty ¢i primery-dimery.
Po amplifikaci PCR v realném Case 1ze stroj naprogramovat tak, aby provedl kiivku tani,
pii niz se teplota zvysi o zlomek stupné€ a méfi se zmeéna fluorescence. Pti teploté tani
se dva fetézce DNA oddéli a fluorescence rychle klesa. Software vykresluje zménu
fluorescence na ose y proti rostouci teploté na ose x. Ma-li kiivka dva ¢i vice vrcholu,
dochazi v reakci k amplifikaci nespecifickych produktt (Hunt, 2006).

Absolutni kvantifikace lze dosahnout pomoci standardni kiivky, vytvorené
amplifikaci znamych mnozstvi cilové DNA Vyjadiuje vztah Ct vzhledem k mnozstvi
vstupni DNA. Pfiprava standardni kfivky je narocnd na praci a nachylna k chybam,
pri¢emz kvantitativni piesnost zavisi jak na presnosti standardni kvantifikace DNA, tak
na kvalité konstrukce standardni kfivky (Rutledge et al., 2003).

Ke konstrukci standardni kfivky se vyuziva fedici fada. Standardni kfivku vytvari
linearni vztah mezi Ct a pocatecnim mnozstvim DNA. Pro konstrukei standardni kiivky
PCR lze pouzit fragment dvouretézcové DNA (dsDNA), jednofetézcové DNA (ssDNA)
nebo cRNA obsahujici cilovou sekvenci (Jia, 2012).

Sklon standardni kfivky je méfitkem efektivity reakce. 100% efektivita reakce PCR
odpovida sklonu standardni ktivky -3,32. Efektivitu reakce 1ze vypocitat podle vzorce:
E = [10(-1/slope)]-1, kde slope je sklon standardni kiivky (Jia, 2012). Je-li sklon
standardni kiivky niz§i nez -3,32, efektivita reakce byla mensi nez 100 %. Naopak sklon
vy$si nez -3,32 znaci nizkou kvalitu vzorku ¢i chybu vzniklou v pribéhu piipravy reakce.
100 % efektivita PCR reakce znamena exponencialni narast PCR produktu kazdych

3,32 cyklu (Labguide, ©2014-2019).

20



4 Cil prace

Hlavnim cilem této bakalafské prace je optimalizace metody real-time PCR
nalezenim specifickych primert (popt. sond) pro detekci bakterie K. pneumoniae
s vyuzitim védeckych ¢lanka a sekvenci DNA pro gen phoE z databaze NCBI, nasledné
otestovani primert na vzorcich Cisté kultury K. pneumoniae, porovnani presnosti
a citlivosti detekénich metod PCR a verifikace na vzorcich stérd z bukalni
sliznice. Dal§imi cili je stanoveni specificity a sensitivity detekénich metod PCR

v zavislosti na jejich rutinnim pouzivani, stanoveni jejich detekcnich limiti a porovnani.
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5.1

Material a metody

Bakteridalni kmeny
Nazev Sbirka | Cislo sbirky

Bordetella bronchiseptica DSMZ 13414
Citrobacter rodentium DSMZ 16696
Corynebacterium kutscheri DSMZ 20755
Helicobacter mastomyrinus DSMZ 22886
Klebsiella oxytoca DSMZ 5175
Klebsiella pneumoniae DSMZ 4799
Mycoplasma pulmonis DSMZ 22144
Pasteurella multocida DSMZ 5282
Pasteurella multocida subsp. multocida DSMZ 5281
Pasteurella pneumotropicus DSMZ 21403
Proteus mirabilis DSMZ 28629
Pseudomonas aeruginosa DSMZ 939
Rodentibacter heidelbergeusis DSMZ 103978
Rodentibacter pneumotropicus DSMZ 21403
Rodentibacter ratti DSMZ 103977
Salmonella spp. DSMZ 554
Staphylococcus aureus DSMZ 799
Streptobacilus moniliformis DSMZ 12112
Streptococcus agalactiae DSMZ 2134
Streptococcus canis DSMZ 20715
Streptococcus dysgalactiae DSMZ 23147
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus DSMZ 20727
Streptococcus mitis DSMZ 12643
Streptococcus pneumoniae DSMZ 11868
Streptococcus pseudopneumoniae DSMZ 18670
Streptococcus pyogenes DSMZ 20565

Tabulka 1: Seznam bakterialnich kmenu ze sbirky DSMZ (Deutsche Sammlung

von Mikroorganismen und Zellkulturen) vyuzitych pro testovani specificity

pouzitych primeru pro SYBR green a TagMan real-time PCR.
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5.2 Izolace DNA

Izolace DNA byla provedena ze vzorka bukalnich stért prostiednictvim komeréné
dostupného kitu RIDA® Xtract. Samotna extrakce DNA byla provedena vedouci této
bakalarské prace Ing. Dagmar Stehlikovou, Ph.D.

5.3 SYBR Green real-time PCR

Primery
Pro SYBR Green real-time PCR byly pouzity primery navrzené v programu Primer

Premier 5™

pro gen PhoE (phosphoporin PhoE — gen kodujici poriny, bilkoviny,
pfitomné v cytoplazmatické membrané bakterie K. pneumoniae, podilejici se na regulaci
ucinku antibiotik, jejich vniku do buriky a vzniku antibiotické rezistence) bakterie
K. pneumoniae (Sun et al., 2010), syntetizovany firmou Integrated DNA technologies.
Sekvence forward: TGCCCAGACCGATAACTTTA (smér na vlakné 5°=>3’)

Sekvence reverse: CTGTTTCTTCGCTTCACGG (smér na vlakné 5°>3)

Reakcéni smés

Slozeni reak¢ni smési SYBR Green real-time PCR pro kazdy vzorek o celkovém
objemu 10 pl bylo nasledujici: 7 ul Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied
biosystems, USA); 1 ul DEPC water Ultra pure (Thermo Fisher, USA); 0,5 ul forward
a 0,5 ul reverse primerd o koncentraci 10 uM (Integrated DNA technologies, USA); 1 ul
bakterialni DNA. Pro kazdou reakci byla pfipravena negativni kontrola, tedy vzorek

se stejnym slozenim bez bakterialni DNA.
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Reakéni cyklus

Real-time PCR reakce probihaly v termocycleru Quant studio 6 Flex (Applied
biosystems, USA) dle nasledujiciho programu, kroky 2—4 se opakovaly 40x. Rychlost
narustu a poklesu teploty byla 1,6 °C/s.

Krok Faze Teplota Cas

1. Hold stage 95 °C 10 min
2. Denaturace 95 °C 15s

3. Annealing 57 °C 1 min
4. Kftivka tani 60-95 °C

Tabulka 2: Reakéni cyklus SYBR Green real-time PCR.

Sensitivita

Pro stanoveni sensitivity byla pouzita K. pneumoniae 4799 ze sbirky DSMZ
o koncentraci 307 ng/ul. Koncentrace byla zméfena na spektrometrickém zafizeni
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, USA). Izolat byl roziedén v desitkovém fedéni
do tedici fady v poméru 18 pul DEPC water a 2 pl izolatu. Byl stanoven detekéni limit
reakéni smeési.

Redici fada izolatu DNA bakterie K. pneumoniae byla otestovana metodou

SYBR green real-time PCR za pouziti primerti navrzenych k detekci genu phoE.

Melting curve

Analyza melting curve byla provedena po fazi annealing. Teplota byla zvySena
na 95 °C, poté snizena na 60 °C s naslednym vzestupem na 95 °C, monitorovani
fluorescence probihalo pfi teplote 95 °C.

Melting curve zobrazuje zménu intenzity fluorescence pfi riznych teplotach. Lze tak

vyhodnotit specificitu reakce.

Specificita
Pro stanoveni specificity bylo pouzito 26 izolati bakterialni DNA ze sbirky DSMZ

(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, viz Tabulka 1).

Verifikace metody
Pro verifikaci metody bylo pouzito 41 izolati zbukalnich stéri z oblasti

predpokladaného vyskytu K. pneumoniae.
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5.4 TagqMan Real-time PCR

Primery a sonda

Pro TagMan real-time PCR byly pouzity primery navrzené v programu
Primer Express™ pro gen PhoE bakterie K. pneumoniae (Stehlikova, nepublikovano),
syntetizovany firmou Generi biotech.

Sekvence forward: CCTACCGCAACACCGACTTC (smér na vlakné 5°=>3")

Sekvence reverse: GGTACTGCAGGGTCAGATCCA (smér na vlakné€ 5°—>37)

Pro TagMan real-time PCR byla pouzita sonda typu FAM-BHQI1 (Stehlikova,
nepublikovano), syntetizovana firmou Generi biotech.

Sonda: FAM-TCGGTCTGGTGGATGG-BHQ1

Reakcéni smés

Slozeni reak¢ni smési TagMan real-time PCR pro kazdy vzorek o celkovém objemu
10 pl bylo nasledujici: 7 ul Master Mix Light Cycler 480 probes master (Roche, CZ);
1,2 ul DEPC water Ultra pure (Thermo Fisher, USA); 0,3 ul forward a 0,3 pl reverse
primert o koncentraci 10 uM (Generi biotech, CZ); 0,2 ul TagMan sonda (Generi biotech,
CZ); 1 pl bakteridlni DNA. Pro kazdou reakci byla pfipravena negativni kontrola,

tedy vzorek se stejnym slozenim bez bakterialni DNA.

Reakcéni cyklus

Real-time PCR reakce probihaly v termocycleru Quant studio 6 Flex (Applied
biosystems, USA) dle nasledujiciho programu, kroky 2-3 se opakovaly 40x. Rychlost
narustu a poklesu teploty byla 1,6 °C/s.

Krok Faze Teplota Cas

1. Hold stage 95 °C 10 min
2. Denaturace 95 °C 15s

3. Annealing 57 °C 1 min

Tabulka 3: Reak¢ni cyklus TagMan real-time PCR.

Sensitivita

Pro stanoveni sensitivity byla pouzita K. pneumoniae 4799 ze sbirky DSMZ
o koncentraci 307 ng/ul. Koncentrace byla zméfena na spektrometrickém zafizeni
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, USA). Izolat byl roziedén v desitkovém fedéni

do fedici fady v poméru 18 pl DEPC water : 2 pl izolatu.
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Redici fada izolatu DNA bakterie K. pneumoniae byla otestovana metodou

TagMan real-time PCR za pouziti primera navrzenych k detekci genu phoE.

Specificita

Pro stanoveni specificity byly pouzity izolaty bakteridlni DNA K. pneumoniae 4799
a K. oxytoca 5175 ze sbirky DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen; viz Tabulka 4. Seznam bakterialnich kment ze sbirky DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) vyuzitych pro otestovani
specificity pouzitych primert pro SYBR green a TagMan
real-time PCR).

Verifikace
Pro verifikaci a porovnani byly pouzity stejné vzorky jako u SYBR Green real-time

PCR metody.
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5.5 End point PCR

Primery

Pro end point PCR byly pouzity primery navrzené v programu Primer Premier 5
pro gen PhoE bakterie K. pneumoniae (Sun et al., 2010), syntetizovany firmou Integrated
DNA technologies.

Sekvence forward: TGCCCAGACCGATAACTTTA (smér na vlakné 5°—=>3")

Sekvence reverse: CTGTTTCTTCGCTTCACGG (smér na vlakné 5°—=>3")

Reakcni smés

Slozeni reakéni smeési End Point PCR pro kazdy vzorek o celkovém objemu 25 pl
bylo nasledujici: 12,5 ul PPP Master Mix (Top Bio, CZ); 9,5 ul PCR H20 (Top Bio, CZ);
1 wl forward a 1 pl reverse primerd o koncentraci 10 uM (Integrated DNA technologies,
USA); 1 ul bakterialni DNA. Pro kazdou reakci byla pfipravena negativni kontrola, tedy

vzorek se stejnym slozenim bez bakterialni DNA.

Reakcéni cyklus
PCR reakce probihaly v termocycleru Tprofessional termocycler (Biometra, DE) dle

nasledujiciho programu, kroky 2—4 se opakovaly 35x.

Krok Faze Teplota Cas
1. Pocatecni 94 °C I min
denaturace

2 Denaturace 94 °C 15s
3. Annealing 57 °C 15s
4. Elongace 72 °C 30s
5 Konec¢na elongace | 72 °C 7 min
6. Chlazeni 4°C

Tabulka 4: Reak¢ni cyklus end point PCR.

Sensitivita

Pro stanoveni sensitivity byla pouzita K. pneumoniae 4799 ze sbirky DSMZ
o koncentraci 307 ng/ul. Koncentrace byla zmeéfena na spektrometrickém zafizeni
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, USA). Izolat byl roziedén v desitkovém fedéni
do tedici fady v poméru 18 ul DEPC water a 2 ul izolatu. Byl stanoven detek¢ni limit

reak¢ni smési.
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Redici fada izolatu DNA bakterie K. pneumoniae byla otestovana metodou

SYBR green real-time PCR za pouziti primerti navrzenych k detekci genu phoE.

5.6 Elektroforéza

Vizualizace produkti End Point PCR byla provedena pomoci elektroforézy
v agar6zovém gelu. Pro vizualizaci produkti byl pfipraven 2% agarozovy gel (2,1 g
agarozy + 100 ml Tris-borate-EDTA (TBE)). Jako obarvujici ¢inidlo bylo pouzito 4 pl
Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, USA). Vysledny gel byl pfelit do vany s hiebinky,
kde se nechal ztuhnout. Gel byl nasledné presunut do elektroforetické nadoby. Do jamek
bylo napipetovano po 15 ul vzorkt. Pro porovnani velikosti fragmenti sledované DNA
byl pouzit 100 bp DNA ladder (New England BioLabs, USA). Separace probihala
pfi nastaveni na 90 V po dobu 40 minut. Po ukoncCeni separace byl gel prosvécovan

UV zafenim pomoci piistroje InGenius3 (Syngene, GB).
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6 Vysledky

6.1 SYBR Green real-time PCR
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Graf 1: Amplifikaéni krivky redici Fady izolatu DNA bakterie K. pneumoniae. Pocet
kopii DNA v jednotlivych redénich: KP2 = 30,7 ng/nl; KP3 =3,07 ng/pl;
KP4 = 0,307 ng/pl; KPS = 0,0307 ng/pl; KP6 = 0,00307 ng/pul; KP7 = 0,000307 ng/ul;
KP8 = 0,0000307 ng/ul; KP9 = 0,00000307 ng/ul.

Nejnizsi koncentrace, pfi jejiz amplifikaci fluorescence prekrocila prah detekce
(treshold), byla 0,0000307 ng/ul (fedéni KP8). Prah detekce byl piekrocen ve 34. cyklu
reakce. Tato koncentrace byla vyhodnocena jako detekéni limit, tedy minimalni
koncentrace DNA, kterd musi byt ve vzorku pfitomna, aby doSlo k amplifikaci

cilové DNA.
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Graf 2: Standardni kfivka redici rady izolatu DNA K. pneumoniae pro SYBR
Green real-time PCR.
Pro fedici fadu byla stanovena standardni kiivka pro zhodnoceni u¢innosti metody.
Pro vypocet efektivity reakce byl pouzit vzorec E=10C510pe)_1,
Slope =-3,3204
E = 10133204
E =1,0006
%E = 1,0006 * 100
%E = 100 %
Hodnota reakéni ucinnosti byla stanovena na 100 %, vypocitdna ze sklonu
amplifika¢ni kiivky. Z hodnoty 0,9945 korelaéniho koeficientu linearni regrese R? byla

odhadnuta vysoka spolehlivost reakce.
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Melting curve

1,8

1,3

0.8

Fluorescence

0,3

60,0 65,0 70,0 75,0 80,0 85,0 90,0 95,0
-0,2
Teplota [°C]

——KP4 —1508 NC

Graf 3: Melting curve (kfivka tani) pozitivni kontroly KP4 (0,307 ng/pl),

verifika¢niho vzorku oznac¢eného 1508 a negativni kontroly.

Krivky KP4 a vzorku 1508 vykazuji narast intenzity fluorescence ve srovnatelném

rozmezi teplot, nedochazi tedy ke vzniku nespecifickych produktu.
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Specificita
K amplifikaci DNA doslo pouze u izolatu DNA bakterie K. pneumoniae. Primery
byly tedy vyhodnoceny jako specifické pro K. pneumoniae anedochazelo k jejich

navazani ani na blizce ptibuzné bakterie, jako napt. K. oxyroca.

Verifikace

Krivka tani prokazuje amplifikaci specifickych produktd. U 40 vzork(i nedoslo
k amplifikaci cilové DNA. Pouze v piipadé jednoho 1508 doslo k amplifikaci cilové
DNA, avsak fluorescence piekrocila prah detekce za detekénim limitem. VSech 41 vzorkt

bylo tedy vyhodnoceno jako negativni.
6.2 TagMan real-time PCR

Sensitivita a ucinnost
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Graf 4: Amplifikaéni krivky redici Fady izolatu DNA bakterie K. pneumoniae. Pocet
kopii DNA v jednotlivych Fedénich: KP2 = 30,7 ng/pl; KP3 = 3,07 ng/ul; KP4=0,307
ng/pl; KPS = 0,0307 ng/pl; KP6 = 0,00307 ng/ul; KP7 =0,000307 ng/pnl; KP8 =
0,0000307 ng/pl.

Nejnizsi koncentrace, pfi jejiz amplifikaci fluorescence prekrocila prah detekce
(treshold), byla 0,000307 ng/ul (fedéni KP7). Prah detekce byl prekrocen ve 34. cyklu

reakce. Tato koncentrace byla vyhodnocena jako detekéni limit, tedy minimalni
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koncentrace DNA, ktera musi byt ve vzorku pfitomna, aby doSlo k amplifikaci cilové
DNA.

35
30

25

y =-3,4464x + 21,506
R2=0,9987

20

Ct

10

0
-4 -3 -2 -1 0 1 2

Pocet kopii v reakci

Graf 5: Standardni krivka redici rady izolatu DNA K. pneumoniae pro TagMan
real-time PCR.

Pro fedici fadu byla stanovena standardni kiivka pro zhodnoceni u¢innosti metody.
Pro vypocet efektivity reakce byl pouzit vzorec E=10(-1/slope)-1.
Slope = -3,4464
E = 10G-1/-3464)_1
E =0,9505
%E = 0,9505 * 100
%E =95 %
Hodnota reak¢ni ucCinnosti byla stanovena na 95 %, vypocitana ze sklonu
amplifikacni kiivky. Z hodnoty 0,9987 korelacniho koeficientu linearni regrese R2 byla

odhadnuta vysoka spolehlivost reakce.

Specificita

Pro stanoveni specificity byly pouzity izolaty DNA bakterii K. pneumoniae a blizce
ptibuzné bakterie K. oxytoca ze sbirky DSMZ (German collection of microorganisms
and cell cultures). K amplifikaci DNA doSlo pouze u izolatu DNA bakterie
K. pneumoniae. Primery byly tedy vyhodnoceny jako specifické pro K. pneumoniae

a nedochazelo k jejich navazani ani na blizce ptibuznou bakterii K.oxyfoca.
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Verifikace

U 40 vzorkt nedoslo k amplifikaci cilové DNA. Pouze v ptipade vzorku 1508 doslo
k amplifikaci cilové DNA a fluorescence prekrocila prah detekce ve 28. cyklu. Vzorek
1508 byl vyhodnocen jako pozitivni, zbylych 40 vzorku bylo vyhodnoceno jako
negativni.

Pocet kopii patogenu K. pneumoniae:

mnoZstvi kopii DNA [ng] = 6,022 = 1023
délka templatové DNA [bp] * 1 = 10° * 660

= pocet kopii

0,00307 = 6,022 * 10?3
60 * 1 x 10° * 660

= pocet kopii

potet kopii = 4,67 * 108

Ve vzorku bylo 4,67*%108 kopii patogenu K. pneumoniae.

6.3 End point PCR

.
500bp J——
KP2 KP3 KP4 KpP5 KP6 KP7

Obrazek 1: Zobrazeni redici rady izolitu DNA K pneumoniae pomoci
elektroforézy. Pocet kopii DNA v jednotlivych Fedénich: KP2 = 30,7 ng/ul;
KP3 = 3,07 ng/ul; KP4 = 0,307 ng/pl; KP5 = 0,0307 ng/pl; KP6 = 0,00307 ng/pl;
KP7 = 0,000307 ng/pl

Detekeni limit byl stanoven v desitkovém fedéni jako 0,000307 ng/ul (fedéni KP7),
délka produktu byla 142 bp. Metoda byla specifickd pro danou sekvenci DNA.

Verifikovany vzorek nebyl viditelny (data nejsou zobrazena).
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6.4 Porovnani metod

End point PCR SYBR Green TagMan
Specificita + + +
Ucinnost 100% 95%
LOD 0,000307 ng/ul | 0,0000307 ng/ul | 0,000307 ng/ul
Verifikace - - +

Tabulka 5: Porovnani metod end point PCR, real-time SYBR Green PCR
a real-time TagMan PCR.

Utinnost reakce pro SYBR Green real-time PCR byla stanovena na 100 %,

pro TagMan real-time PCR na 95 %.

Detekéni limit pro end point PCR byl stanoven v desitkovém fedéni jako

0,000307 ng/ul, pro SYBR Green 0,0000307 ng/ul za piekroceni prahu detekce

ve 34. cyklu a pro TagMan 0,000307 ng/ul za piekroCeni prahu detekce ve 34. cyklu.

Verifikacni vzorek 1508 byl vyhodnocen jako pozitivni pouze u TagMan real-time

PCR, zbylych 40 vzorku bylo vyhodnoceno jako negativni u obou metod real-time PCR.
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7 Diskuze

Z hlediska klinického vyznamu je bakterie K. pneumoniae nejvyznamnéjSim
zastupcem rodu Klebsiella (Jasim, nedatovano). Pro zahajeni 1écby je nutnd vcasna
detekce této bakterie a jeji spolehlivé odliSeni od ptibuznych druht, jako napt. K. oxytoca,
ktera je druhym nejrozSifenéjSim druhem Dbakterii rodu Klebsiella, hned
po K. pneumoniae (Kovtunovych et al., 2003).

Pfi porovnani s end-point PCR jsou metody PCR v realném case rychlejsi a zajistuji
specificitu za pouziti sond a barviv vazajicich DNA (Hartman et al., 2009) a zaroven
zaznamenavaji mnozstvi amplifikované DNA v kazdém cyklu (v redlném case) (Bustin,
2005). Lze tak kombinovat amplifikaci DNA a detekci amplifikacnich produkti
bez potieby gelové elektroforézy (Bustin, 2000).

Pro tuto praci byly pouzity primery navrzené v programu Primer Premier 5 pro gen
PhoE bakterie K. pneumoniae (Sun et al., 2010) pro end-point PCR a SYBR Green
real-time PCR. Pro TagMan real-time PCR byly pouzity primery navrzené v programu
Primer Express™ pro gen PhoE bakterie K. pneumoniae (Stehlikova, nepublikovano).

Zdarilych vysledkt za pouziti uvedenych primerd, se podafilo dosahnout za vyssi
teploty faze annealingu 57 °C nez uvedenych 55 °C v publikaci Sun et al. (2010).

Pro zacatek praktické Casti této prace byl izolat DNA K. pneumoniae roziedén
desitkovym fedénim a bylo provedeno meéteni jednotlivymi modifikacemi PCR, ¢imz
byly ziskany amplifikacni kfivky jednotlivych fedéni a stanoven detek¢ni limit
pro kazdou metodu.

Detekéni limit pro end-point PCR byl stanoven v desitkovém fedéni jako
0,000307 ng/ul, pro SYBR Green 0,0000307 ng/ul za piekroceni prahu detekce
ve 34. cyklu a pro TagMan 0,000307 ng/ul za piekroCeni prahu detekce ve 34. cyklu

TagMan real-time PCR byla pouzita pro detekci K. pneumoniae v publikaci Hartman
et al.,, 2009 za vyuziti odliSnych primerti a vysSsich teplot nasedani primeru (60 °C).
Detek¢ni limit pro tuto reakci byl stanoven jako 0,000050 ng/pl, citlivost reakce byla nizsi
nez citlivost dosazena v této bakalarské praci.

Utinnost reakce pro SYBR Green real-time PCR byla vypoétena na 100 %,
pro TagMan real-time PCR na 95 %, coz muze byt dano méné vhodnou sekvenci primert.
V publikaci Sun et al., 2010, u¢innost reakce pro SYBR Green real-time PCR za pouziti

stejnych primera a nizsi teploty nasedani primert (55 °C) oproti teploté pouzité v této
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bakalaiské praci (57 °C) odpovidala 101 %. Uginnost reakce v publikaci Hartman et al.,
2009, byla stanovena na 94 %.

Variace izolatt bakterialni DNA byla v kombinaci se zminénymi primery testovana
metodami SYBR Green a TagMan real-time PCR. K amplifikaci cilové DNA doslo pouze
uizolatu K. pneumoniae 4799 ze sbirky DSMZ, ¢imz byla potvrzena specificita pouzitych
primert.

SYBR Green real-time PCR pro detekci bakterie K. pneumoniae byla popsana také
v publikaci Sun et al., 2010. V tomto vyzkumu byly pouzity stejné primery pro SYBR
Green real-time PCR. Teplota nasedani primera byla oproti teploté pouzité pro tuto praci
(57 °C) nizsi, 55 °C. Specifita pouzitych primerd byla testovana na 17 bakterialnich
kulturach. K amplifikaci cilové DNA doslo pouze u izolatu K. pneumoniae, ¢imz byla
potvrzena specificita pouzitych primert.

Detekce bakterie K. pneumoniae byla optimalizovana také v publikaci Liu et al.,
2008. Byly pouzity odliSné primery avSak teplota nasedani byla totozna s teplotou
pouzitou v této bakalarské praci. Primery byly testovany na 79 bakteridlnich kmenech
a jejich specificnost byla potvrzena. V této bakalarské praci byly primery pro end point
totozné s primery pro SYBR Green real-time PCR a v obou pfipadech byla potvrzena
specificita reakce.

V publikaci Kurupati et al., 2004, za pouziti odliSnych primerta a sondy a pfi stejnych
teplotach reakce bylo testovano 13 bakterialnich izolath DNA. Specificita v této
bakalarské praci byla provedena na dvojnasobném mnozstvi izolati bakterialni DNA.
V obou pracich doslo k amplifikaci cilové DNA pouze u izolatu K. pneumoniae, ¢imz
bylo prokazano, ze cilova DNA je specificka pro K. pneumoniae.

V publikaci Turton et al., 2008, byla pro detekci K. pneumoniae pouzita metoda
Multiplex PCR s vizualizaci vysledku pomoci elektroforézy. Primery byly specifické
a metoda byla vyhodnocena jako rychla a spolehliva. Vyhodou této metody je moznost
amplifikovat n€kolik riznych sekvenci DNA soucasné, ¢imz se snizuje Casova naro¢nost
1 naro¢nost na provedeni.

Nasledna verifikace metody byla provedena na 41 vzorcich stérti z bukalni sliznice.
Pouze v pripadé vzorku 1508 doslo k amplifikaci cilové DNA. Prah detekce v piipadé
SYBR Green real-time PCR byl pfekroCen za detekénim limitem, tudiz byl vzorek
vyhodnocen jako negativni. V ptipadé TagMan real-time PCR byl prah detekce piekrocen

pred detekcnim limitem a vzorek byl vyhodnocen jako pozitivni.
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Verifikace na 52 vzorcich byla provedena v publikaci Kurupati et al., 2004.
s vyuzitim odli§nych primert a sondy, avsak za stejnych teplotnich podminek, stanovili
detek¢ni limit 0,000010 ng/ul za prekroCeni prahu detekce ve 27. cyklu. Bylo
tak dosazeno vyssi citlivosti reakce oproti citlivosti stanovené v této bakalarské praci.
48 vzorki bylo vyhodnoceno jako negativni, 4 vzorky byly testovany pozitivné
za prekroceni prahu detekce ve 20. cyklu reakce. Nebyl detekovan zadny faleSné pozitivni
signal.

Na zaklad¢ verifikace metod, kdy byla cilova DNA amplifikovana pouze u vzorku
1508 s vyhodnocenim pozitivity u metody TagMan real-time PCR, byla metoda TagMan
real-time PCR stanovena jako citlivéjsi.

Vysledky méfeni metodou SYBR Green real-time PCR vypovidaji o specifické
a citlivé detekci bakterie K. pneumoniae, Cimz odpovida vysledktim v publikaci Sun et al.

(2010).
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8 Zavér

V této bakalarské praci se podarilo optimalizovat podminky reakci pro detekci
bakterie K. pneumoniae prostfednictvim metod SYBR Green real-time PCR a TagMan
real-time PCR. Bakterie bylo mozné spolehlivé detekovat za pouziti vybranych primert
a sondy a za stanovenych podminek. Reakce byly vyhodnoceny jako citlivé a vysoce
specifické. Optimalizované metody real-time PCR je mozné vyuzit pro detekci bakterie

K. pneumoniae. Detekce bude specificka pro danou bakterii.
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Seznam zkratek

CRE - carbapenem resistant enterobacteriaceae, karbapenem  rezistentni
enterobacteriaceae

Ct — cycle threshold, prahova hodnota cyklu

DEPC - deionized, diethylpyrocarbonate treated, deionizovana, diethylpyrokarbonatem

oSetfena
DNA — deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina
dsDNA — double stranded DNA, dvouvlaknova DNA

DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, némecka sbirka

mikroorganismi a bunécnych kultur
EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid, ethylendiamintetraoctova kyselina

ELISA — enzyme-linked immuno sorbent assay, Enzymova imunoanalyza s enzymem

vazanym na imunosorbent

ESBL — Extended spectrum p-lactamases, Sirokospektré betalaktamazy
HMYV — hypermucoviscosity, hypermukoviskozita

LED - Light-Emitting Diode, svétlo emitujici dioda

MLST — Multilocus sequence typing, multilokusova sekvenacni typizace
NK - nukleova kyselina

PCR — polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce

PhoE — phosphoporin PhoE, gen kodujici poriny

RNA - ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

ssDNA - single stranded DNA, jednovlaknova DNA

Taq — Thermus aquaticus, DNA polymeraza izolovana z termofilni bakterie
TBE — tris borate EDTA

Tm — melting temperature, teplota tani primeru

UV — ultraviolet light, ultrafialové zareni
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