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Detekce antimikrobialni rezistence u puvodca sexualné prenosnych

infekci

Abstrakt

Sexudln¢ ptenosné infekce (STD) ptedstavuji riziko pro vetfejné zdravi, a to zejména
z hlediska ndriistu antibiotické rezistence. V predkladané praci jsou shrnuty poznatky
o nejcastgjSich plvodcich téchto infekci, laboratorni diagnostice a soucasné
epidemiologii, antimikrobidlni rezistenci a jejich molekuldrnich mechanismech.
Stanoveni antimikrobidlni citlivosti u vétSiny pavodctit STD neni v rutinni mikrobiologii
mozné z hlediska vysokych nebo specializovanych kultiva¢nich ndrokid. Také,
v souCasné dobé¢, z divodu vyssi citlivosti detekce, jsou k diagnostice STD vyuZivany
metody molekuldrni biologie, které upozaduji provadéni kultivace u Neisserie

gonorrhoeae.

Experimentdlni ¢ast projektu si kladla za cil detekci popsanych mechanismu rezistence
v pozitivnich vzorcich na pfitomnost ptivodctt STD vySetienych pomoci mutiplexové
PCR. V prvnim kroku bylo pouZito celogenomové sekvenovini (WGS). BohuZzel,
ziskané sekvence obsahovaly velké mnoZstvi humdnnich sekvenci a extrahumanni
sekvence tak neposkytovaly dostate¢né pokryti pro detekci jednotlivych genti a mutaci.
Nedostatecné pokryti bylo zjiSt€éno i po odstranéni ¢4sti humdnni DNA ze vzorku
pomoci saponinu a tritonu-X. Vzhledem k nevhodnosti WGS jsme optimalizovali
a zavedli diive popsané metody cilové specifické molekularni detekce nejcastéjSich
mechanismil rezistence u N. gonorrhoeae. Prvni metodou je PCR amplifikace
s analyzou kfivek tani (HRM). Jako referencni metodu k HRM jsme pouzili Sangerovo

sekvenovani Sesti genil (penA, mtrR, ponA, porB, 23S rRNA, gyrA).

V pribchu feSeni prace byly optimalizovany teplotni profily pro PCR amplifikaci
jednotlivych genil. Pro tplné pokryti sekvenovaného tseku DNA (genu) dile bylo nutné
navrhnout dopliujici sekvenacni primery. Pro klinické pouziti HRM pro detekci
mechanismil rezistence u N. gonorrhoeae je nutné metodu ovéfit na vzorcich DNA
s identifikovanymi  mechanismy rezistence pomoci sekvenovdni jednotlivych

fragmentt, které bylo v pfedloZené praci optimalizovéno.
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Detection of antimicrobial resistance in pathogens of sexually
transmitted infections

Abstract

Sexually transmitted diseases (STDs) pose a public health risk, especially in terms of
the rise of antibiotic resistance. This thesis summarizes the knowledge on these
infections, most common causative agents, laboratory diagnosis and current
epidemiology, antimicrobial resistance and its molecular mechanisms. Determination of
antimicrobial susceptibility in most STD pathogens is not possible in routine
microbiology due to high or specialized culture requirements. Also, because of the
higher sensitivity of detection, molecular biology methods are used to diagnose STDs,

which negates the need to perform culture in Neisseria gonorrhoeae.

The experimental part of the project aimed to detect the described resistance
mechanisms in positive samples tested by multiplex PCR for the presence of STD
agents. In the first part, we used whole genome sequencing (WGS). Unfortunately, the
sequences obtained contained a large number of human sequences and thus the extra-
human sequences did not provide sufficient coverage. The same result was achieved
after a sample pretreatment with saponin and Triton-X followed by purification. Due to
the unsuitability of WGS, we attempted to optimize and implement previously
described target-specific methods to detect the most common resistance mechanisms in
Neisseria gonorrhoeae. The first method was PCR amplification with melting curve
analysis (HRM). As a reference method to HRM, we used Sanger sequencing of six

genes (penA, mtrR, ponA, porB, 23S rRNA, gyrA).

During this work, we optimized the temperature profiles for PCR amplification of
individual genes. To cover the analyzed DNA fragment (part of the gene) it was
necessary to design additional sequencing primers. The clinical use of HRM for the
detection of resistance mechanisms in N. gonorrhoeae needs to be validated on DNA
samples with identified resistance mechanisms by specific fragment sequencing, which

was optimized in the present work.
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Uvod

Sexudln¢ prenosné choroby jsou jednim z hlavnich problému vetejného zdravi, které
predstavuji vdzné zdravotni problémy pro nakazeného jedince. Kontrola sexudlné
pifenosnych onemocnéni piedstavuje jeden ze zdsadnich cili Svétové zdravotnické
organizace (WHO) vzhledem k nartstajici incidenci téchto infekci. V mnoha zemich
byly zavedeny preventivni programy, zaloZené na podpote zodpovédného sexudlniho

chovani, v€asné diagnostiky a adekvétni 1écby. Znacné Sifeni sexudlné¢ pfenosnych

infekci je podpoteno tzv. sexudlni turistikou.

Antimikrobidlni rezistence je problémem nejen v oblasti sexudlné¢ pienosnych chorob.
Jednd se o schopnost mikrobli, pozménit své vlastnosti tak, Ze na né ucinné
antimikrobidlni 14tky (napiiklad antibiotika) pfestdvaji plsobit. Vznik rezistence,
probihd u raznych bakteridlnich druht rGznymi mechanismy. Neékteré z téchto
mechanismil jsou pfenositelné mezi bakteridlnimi druhy. Riziko rezistence ptredstavuje
1 naduzivéni antibiotik. Jednd se o celosvétovy zdravotnicky problém, proto je dané

téma v dnes$ni dobé€ velmi aktualni.

Predkladanad bakalarska prace je zamecfena na diagnostiku antimikrobidlni rezistence
Neisseria gonorrhoea ptitomné ve vzorcich pacientl. N.gonorrhoea je obtizné
kultivovatelnd bakterie, proto mize byt stanoveni antimikrobidlni citlivosti rutinné
komplikované. Vzhledem k vyssi citlivosti detekce jsou nyni pro detekci STD obecné
pouziviny molekuldrni metody, které kultivaci obchdzeji. V prvnim kroku této price
bylo pouzito celogenomové sekvenovani (WGS), jakoZto metody vhodné pro analyzu
genetickych zmén pfitomnych v jednotlivych genech. Bohuzel ziskané sekvence
vykazovaly silnou pifitomnost humanni DNA, a to i po upravé vzorku, kterd méla vést
k odstranéni této humanni DNA. Z divodu nevhodnosti pouZziti WGS byla metoda PCR
amplifikace s analyzou kiivek tani (HRM) a Sangerovym sekvenovanim jako referen¢ni
metodou. Bylo nutné optimalizovat teplotni profily pro amplifikaci jednotlivych genii
a navrhnout dal$i primery pro uplné pokryti analyzovaného genu. Déle byla v rdmci
prace provedena prehlednd reSerSe problematiky patogennich organismu zpusobujicich
STD a jejich moZnych antimikrobidlnich rezistenci, soucdsti je i pfehled principli béZné

pouzivanych diagnostickych metod.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Problematika sexudlné pienosnych onemocnéni

Pohlavni ndkazy se u nds i ve svété vyskytovaly jiZz od tutlé historie, avSak zacitkem
90. let 20. stoleti doslo k strmému nartstu jejich incidence (Polackova, 2008). Souhrnny
nazev téchto onemocnéni znafime zkratkou STD, z anglického nazvu ,Sexually

Transmitted Diseases*

e

Jak je jiz z ndzvu patrné, druhy té€chto chorob se §itfi pohlavnim stykem (Poldckova,
2016). Podle odhadii Svétové zdravotnické organizace (WHO), se denné ve svété nakazi
1 milion novych pacientl a ro¢n¢ je evidovdno vice nez 376 milionii novych piipadi
STD. Ruzné situace v zemich, jak ekonomické, socidlni ¢i politické, Casto odrazeji
pocty nakaZenych a nemocnych. Pro STD je pfirozenym hostitelem v piirodé pfedevSim
Clovek a jejich diagnostika vychdzi nejCastéji z priznaki lokalizovanych na genitéliich,
mén¢ Casto na jinych Castech téla pacienta (Rozsypal, 2015). Jejich naslednd 1écba je
sméfovana na dermatovenerologii. V¢asné odhaleni nemoci je duleZité pro zlepSeni
procesu onemocnéni jak u pacienta, tak 1 nové diagnostikovaného sexudlniho partnera

(Polackova, 2016).

Cesk4 republika se fadi mezi zemé, ve kterych je povinnost hlasit vyskyt vybranych
STD (Polackova, 2016). Informuje nds o tom fada zdkonu a vyhlasek. Povinnost hldSeni
podléha zdkonu €. 372/2011 Sb. ze dne 6. 11. 2011, platny od 1. 4. 2012, jedna
se 0 zdkon poskytovdni zdravotnich sluzeb a déile Vyhldska ¢. 195/2005 Sb.
o pfedchézeni a Siteni infek¢nich nemoci a jeji pfiloha ¢. 2 — povinného 1éceni (Sbirka
zdkont Ceské republiky: Zikon &. 327/2011 Sb.; 4730-4801). Registr pohlavnich
nemoci a ndsledné poéty nakaZenych zaznamendva Ustav zdravotnickych informaci
a statistiky CR. Registr v roce 2019 evidoval 2 530 hlaeni. U gonokokovych infekci
byl zaznamendn ndrtst z 1 429 piipadl za rok 2018 na 1 636 piipadli v roce 2019

(UZIS, 2019). Cesky statisticky tfad ddle zaznamenal nardst gonokokovych infekci
z 1 636 ptipadl v roce 2019 na 1 667 piipadii za rok 2020 (CSU, 2020).

Vysoka incidence STD souvisi s nékolika jevy vyskytujicich se posledni dobou ve
spoleCnosti. ZvySend migrace obyvatelstva, uvoliiovdni sexudlnich zdbran, zména
zivotniho stylu. Novodoby problém piedstavuje i tzv. sexudlni turistika. Tento druh

turistiky mizeme definovat jako pldnovanou cestu do cizich zemi, za ucelem sexu.



Avsak, praveé globalizace a mezindrodni cestovani, nejvice prispivaji k Sifeni sexudlné
prenosnych patogenii (Frost et al., 2019). Lidé cestujici za tzv. sexudlni turistikou
cilen¢, tim samoziejm¢é hovoiime i o ¢eskych obCanech, ktefi mohou nasledné choroby

sexudlniho charakteru zanést mimo jiné i do Ceské republiky (Polackovd, 2008).

Studie odhaduji, Ze az jedna tfetina mezinarodnich cestovatelii provozuje piileZitostny
sex v zahrani¢i a aZ polovina uvadi nekonzistentni uZivani prezervativii. Dalsi studie
hodnotily rizikové faktory u cestovateld, u kterych je pravdépodobnéjsi, Ze provozuji
pohlavni styk bez prezervativu, a proto jsou vystaveni vétSimu riziku ziskani STD
(Svensson et al., 2018). Riziko ziskani STD piedstavuji i ndsledujici faktory: delsi doba
cestovani, absence prezervativl pii cest¢ do zahranici, cestovani do regionu s nizkymi
piijmy, nedostatek rad pted cestou, uzivani alkoholu a drog, muzské pohlavi a vySsi
pocet sexudlnich partnert. Naddle pak nedostate¢nd informovanost o ochrané¢ a nizsi
vek jedince, pfedchozi sex bez prezervativu s prilezitostnymi partnery, pohlavni styk

s komer¢nimi prostitutkami a pfedchozi anamnéza STD (Crawford et al., 2016).

Pfi podezfeni pfitomnosti STD u pacienta je nutnosti vySetfeni sexudlnich partnert
andsledné zahdjeni 1écby, na zdklad¢ klinického obrazu a laboratorniho vySetfeni.
Ditikladnost provedeného vySetfeni predchdzi k nerozpozndni pifiznakii a vzniku

rezistence vyvolanou nejcastéji antibiotickou 1é€bou (Polackova, 2016).
2.2 Patogenni pivodci

STD tvoii Sirokou Skdlu onemocnéni, kterou zpisobuji rtizné mikroorganismy
s riznymi bakteridlnimi vlastnostmi. DileZitou vlastnosti bakteridlni bunky je jeji
patogenita. Jednd se o schopnost mikroorganismui vniknout do téla a za pomoci mnoZeni{
zpusobit onemocnéni. U rtiznych hostitell se patogenita bakteridlnich bun¢k lisi. Proto
lze mikroorganismy rozd¢lit na nepatogenni, podminéné patogenni a patogenni

(Drnkov4, 2019).

Podminén¢ patogenni neboli oportunni patogeny vyvolaji infekéni metabolizmus
u oslabenych osob (Schindler, 2014). Typicky se oportunni patogeny uplatni u hostitele
s oslabenym imunitnim systémem z dGvodu jiZ probihajici jiné nemoci. Patogenni

bakterie vyvolaji onemocnéni vZdy a za jakychkoliv okolnosti (Drnkova, 2019).
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2.2.1 Neisseria gonorrhoeae

Jednim z mikrobti nejcastéji zptisobujicich STD je pravé Neisseria gonorrhoeae. Tato
obligdtni patogenni bakterie se vyskytuje ve formé gramnegativnich aerobnich
diplokokd, které jsou k sobé ptitocené delsi stranou a pfipominaji tak tvar kdvového

zrna (Schindler, 2014).

Obrazek 1: Neisseria gonorrhoeae (GeneProof, 2022)

Faktorem virulence pro tuto bakterii jsou, pili (povrchovd vldkna), diky kterym
jeschopna k adhezi na sliznici urogenitdlniho traktu (Zemlickovd, 2019). N.
gonorrhoeae je velmi citlivd k zevnimu prosttedi, jelikoZ postrddd pouzdro. Vyznacuje
se také svou ndro¢nou kultivaci, kdy je doporuceno pouZiti ¢okolddového agaru
s ptimési antibiotik a antimykotik v prostfedi s oxidem uhli¢itym, ktery vyuziva k rlstu

a jinym metabolickym procestim (Hurych a Sticha, 2021).

Obrazek 2: Kultivace Neisseria gonorrhoeae na ¢okolddovém agaru (zdroj: vlastni)
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Zavazné onemocnéni, které tento patogen zpusobuje, se nazyvd kapavka. Jednd se
o akutni z4nét, jehoZ klasickym piiznakem je hnisavy vytok z genitdlu (Hurych a Sticha,
2021). Primarné postihuje sliznici urogenitdlniho traktu, mize vSak zpusobit i zanéty
ocni spojivky, vzacné zanéty dalSich sliznic ¢i rekta (Polackova, 2016). Neisseria
gonorrhoeae nadéle zptsobuje Siroké spektrum onemocnéni od asymptomatické infekce
pres lokalizovanou infekci slizni¢nich membran zplsobujici cervicitidu, uretritidu
a faryngitidu az po diseminovanou infekci zplsobujici syndromy, jako je artritida,

tenosynovitida a septickd artritida (Hurych a Sticha, 2021).

Prenos bakterie mezi hostiteli probihd majoritné pohlavnim stykem, pfi kterém dochdzi
k ptimému kontaktu sliznic (Kuklova et al., 2015). Dal$i moZny druh pfenosu nastiva
béhem porodu z matky na dité, coZ miiZze vést k zanétu spojivek s ndslednou mozZnou
slepotou ditéte (ophthalmia neonatorum). Neléené gonokokové infekce jsou spojeny se
zvySenym rizikem pienosu jinych zdvaznych STD a komplikaci, jako jsou zanétliva
onemocnéni panve a neplodnost. Infekce miize vést k vyznamnym zdravotnim
nasledkiim a pokracujicimu pienosu. Dulezitym faktorem je tedy onemocnéni vcas

rozpoznat, spravné diagnostikovat a okamzit¢ 1éCit (Bennett et al., 2014).

Bakterie, ma velky potencial k rezistenci a riziko nevyléCitelnosti infekce rapidné roste.
WHO odhaduje, Ze kazdy rok se objevi 87 milioni novych piipadi kapavky.
U N. gonorrhoeae se vyskytuje celosvétoveé vysoka prevalence rezistenci vici témét
viem vyznamnym antimikrobidlnim latkdm, diive a v soucasnosti Siroce dostupnym pro
1é¢bu, vcetn¢ sulfonamidl, penicilinl, tetracyklinli, makrolidii a chinolinli (Unemo
etal., 2017). Tento mikroorganismus ziskal rezistenci jak bodovymi mutacemi, tak
pfenosem genl z jinych baterii. Vysledné mechanismy rezistence zahrnuji zménu
cilovych struktur vazajicich 1é¢ivo, dale sniZenou penetraci antibiotika do buiky nebo
naopak jejich zvySené vyluCovani ¢i inaktivaci antimikrobidlnich lidtek (Unemo
aJensen, 2017). Vzhledem k rychlému vzniku rezistence existuje koordinovana
celosvétova spoluprace v cele s programem WHO Global Gonococcal Antimicrobial
Surveillance (GASP), jejiZ soucasti je sit’ laboratofi, kterd shromaZd'uje a sleduje udaje

z vice nezZ 60 zemi o antimikrobidlni rezistenci (Unemo et al., 2019).

Material urCeny pro diagnostiku se nejcastéji odebird u muze z uretry, u Zeny z uretry

a d¢lozniho hrdla. Mikroskopicky ndlez gramnegativnich diplokokii prakticky urcuje
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diagnozu. Presnéjsi diagnostika se provadi pomoci kultivace ¢i PCR metodou (Benes,

2009).
2.2.1.1 Mutace v genech asociovanych s antimikrobidlni rezistenci

N. gonorrhoeae, obsahuje ve své DNA geny koédujici proteiny, které jsou cilovymi
misty pro antibiotika, kdy dochézi k zastaveni rGstu nebo usmrceni bakterie. Zménou
v genu muze dojit ke zmén¢ struktury proteinu a tim k oslabeni nebo dplnému vyruSeni
interakce proteinu a antibiotika. V poslednich letech byly popsdny a jsou pozorovany
Casté zmény v nékterych genech, nejCastéji mutace, které vedou k rezsitenci na
2020). Mezi nejcastéji mutované geny u N. gonorrhoeae patii penA, ponA, porB, mtrR,

23S rRNA, gyrA.

2.2.1.2 penA

Gen penA koéduje protein vézajici penicilin 2 znaCen zkratkou PBP z anglického
,penicillin-binding protein“ (PBP2). Zména struktury v oblasti tohoto genu je primarné
spojena se sniZenou ndchylnosti k B-laktamtim. Protein PBP2 piedstavuje dilezitou
transpeptiddzu, kterd se podili na tvorbé bunécné stény (peptidoglykanu) (Zapun et al.,

2016).

VSechny B-laktamové antimikrobidlni latky jako jsou napf. peniciliny ¢i cefalosporiny
(ESC), vykazuji antimikrobidlni ucinek vazbou a inhibici pravé s PBP, které jsou
nezbytné pro vlozeni sitovych struktur do bunécné stény (Tomberg et al., 2017). PBP2
je zvlaste dulezity, protoZe vykazuje znacnou afinitu vici penicilinu (10krat veétsi nez
PBP1) a je tak hlavnim cilem B-laktamovych antibiotik (ATB) pouZivanych k 1écbé
kapavky (Barbour, 1981). Zacatkem 21. stoleti byla v lokalitich s b&Znou léEbou
pomoci cefalosporinii pozorovana snizend citlivost gonokokovych kment na tato 1éCiva
(Zapun et al., 2016). Kdy pravé nejcastéjSim mechanismem sniZeni citlivosti na ESC
u této bakterie je alterace genu penA, z divodu ziskdni mozaikové alely penA nebo

zmény aminokyseliny A501 v kédovaném PBP2 (Ohnishi et al., 2011).
2.2.1.3 ponA

Gen znaceny jako ponA kéduje protein 1 vdzajici penicilin (PBP1) bakterie M.

gonorrhoeae. Mutace aminokyseliny v ponA genu, kterd je zptisobena jedinou zménou
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baze v ramci celé kodujici sekvence, byla pozorovdna v kmenech bakterie. Tato
sekvenéni zména dale indukuje chromozomadlné zprostiedkovanou vysokou uroven
odolnosti vii¢i penicilinu. Vznikl4 rezistence tak miZe zptisobit azZ dvojndsobné sniZeni
minimélni inhibiéni koncentrace (MIC) penicilinu (Ropp et al., 2002). Déle byla
zjisténa souvislost mezi mutacemi v ponA a sniZenou citlivosti kment N. gonorrhoeae

na Sirokospektrélni cefalosporiny, jako je cefixim a ceftriaxon (Lee et al., 2010).
2.2.1.4 mtrR

Zkratka mtr pochazi z anglického ,,multiple fransferable resistance®, kterd je do ceStiny
pfeloZena jako mnohondsobnd pienositelna rezistence. Mutace v tomto genu se bézné
vyskytuji mezi klinickymi izoldty N. gonorrhoeae rezistentnimi vuc¢i vice 1éCivim

(Ayala et al., 2022).

Systém vicendsobné pienositelné rezistence (Mtr) je efluxni pumpa, kterou tvoii tii
¢asti. Sklada se z vnitini membrany (MtrD) a zevnich membranovych kandli (MtrE),
které jsou propojeny periplazmatickym membrdanovym fuznim lipoproteinem (MtrC).
MtrCDE je tedy ¢lenem efluxnich pump s hydrofobni a amfifilni efluxni rezistenci.
Geny mtrC, mtrD a mtrE se nachazeji v operonu s jedinym promotorem. Exprese
mtrCDE je pifimo regulovdna represorem a aktivatorem skupiny efluxnich pump
(Handing et al., 2018). Klinicky relevantni mutace zplsobujici nadmérnou expresi
MtrCDE se mohou vyskytovat v represoru pumpy (m#rR) nebo v promotorové oblasti
operonu mtrCDE. Tyto mutace zpusobuji zvySenou rezistenci N. gonorrhoeae na ATB
vcetn¢ penicilinu, erythromycinu, rifampinu a azithromycinu oznacenym zkratkou
AZM (Warner et al., 2008). Mutace mtrR je predpokladem pro to, aby bakterie N.
gonorrhoeae ziskala varianty porinu (penB), které proptjcuji vysokou droven odolnosti

vi€i peniciliniim a cefalosporinim oznacovanym zkratkou ESC (Olesky et al., 2006).
2.2.1.5 porB

Dalsim genem je porB, ktery kdéduje porin oznacovany jako PorB. Mutace v porB
zpuisobuji zménu aminokyselin ve vnéj$i membrané porinu a sniZeni influxu antibiotik.
Kombinace mutaci porB a mtrR ptispivaji ke zvySeni hodnot MIC na ESC (Zhao et al.,
2009).
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Nadmérnd exprese efluxni pumpy zpiisobend zménami nukleovych kyselin v genu mtrR
zvySuje uroven efluxu antibiotika a ndsledn¢ vyvoldvd zmény v genu porB, ¢imZ se
znan¢é sniZzuje moznost vstupu antibiotika do bakterie (Thomas et al., 2019).
Aminokyselinové substituce proteinu PorB na cilovych pozicich 120 a 121
oligonukleotidu genu porB vedou ke zméndm v MIC penicilind, cefalosporint
a tetracyklinli. PorB mutace déle snizuji diftizi antibiotika do periplazmatického

prostoru v pfitomnosti s mtrR nebo mtr promotorové mutace (Olesky et al., 2006).

Podle provadénych vyzkumu bylo zjisténo, Ze kombinovany vyskyt mutaci v genech
porB a mtr zvysi MIC penicilinu z 0,12 mg/l na 1,0 mg/l a MIC tetracyklinu z 0,15 mg/I
az 1,0 mg/l. Kombinovana pfitomnost mutaci v téchto genech tedy zna¢né zvysuje MIC

k témto druhtim antibiotik (Ropp et al., 2002).
2.2.1.6 23SrRNA

Dalsi mutace vedouci k antimikrobidlni rezistenci, jsou genetické zmény v oblastech
genu pro 23S rRNA. Tim je ovlivnén ucinek pfedevSim azythromycinovych antibiotik,
oznacovanych zkratkou AZM. Jednd se o Siroce pouzivané makrolidové antibiotikum
(Hicks et al., 2011). Tento druh ATB se vaze na bakteridlni 50S ribozomalni
podjednotku na peptidyltransferdzové ¢asti ¢imz narusSuje syntézu proteini (Gomes et
al., 2019). Delece v genu pro 23S rRNA, vyznamn¢ sniZuji Gcinnost AZM a maji za
nasledek vysokou drovei rezistence na tento druh ATB u N. gonorrhoeae (Wan et al.,

2018).

AZM slouZi jako alternativni 1écba u komplikovanych infekci zplisobenych N.
gonorrhoeae u osob s prokdzanymi tézkymi alergickymi reakcemi na peniciliny nebo

cefalosporiny (CDC, 2007).

2.2.1.7 gyrA

Gen oznacovany jako gyrA a jeho mutace u bakterie N. gonorrhoeae jsou spojovany se
selhanim ucinku Sirokospektrych ATB oznacovanych jako fluorochinolony (Murray et

al., 2019).

Fluorochinolony blokuji replikaci DNA inhibici enzymi DNA gyrdzy (topoizomerazy

II) a topoizomerdazy IV (Levine et al., 1998). DNA gyrdza katalyzuje rozvolnéni
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molekul DNA béhem replikace DNA a sklada se ze dvou podjednotek typu A a dvou
podjednotek typu B kédovanych geny gyrA a gyrB (Drlica, 1999).

Komplex DNA-enzym-fluorochinolon inhibuje pohyb replikacni vidlice, struktura
vytvofend organizaci replikacnich proteinii a naruSuje replikaci bakteridlni DNA.
Postupnd akumulace bodovych mutaci v gyrA a parC vede k substitucim aminokyselin,
které méni trojrozmérnou strukturu cilového proteinu. Zmeéna struktury cilového
proteinu sniZuje vazebnou afinitu fluorochinolon-cilovy enzym, coZ vede k rezistenci

gonokoktll (Bodoev a II’ina, 2015).
2.2.2 Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis je obligtni intraceluldrni patogen (Zahumensky et al., 2015).
Radi se mezi gramnegativni bakterie a je ¢astym a obdvanym ptivodcem urogenitdlnich
zanéth a inkluznich konjuktivityd, které konkrétn€ zpisobuji sérovary D-K. Celkem lze
odliSit 18 sérovard, pohlavni onemocnéni zvané LGV (lymfogranuloma venereum)
zpusobuji sérovary L1, L2a, L3 a sérovary A, B, Ba, C zplsobuji trachom (Horov4,

2018).

Pfi ndkaze u muzi, dojde k tvorbé zanéti nadvarlat, prostaty a mocové trubice. U Zen
bakterie zplsobuje zdnéty délozniho hrdla, sliznice téla délohy a stejné jako u muzi
zpusobuje i zdnéty mocové trubice. Zanétlivé stavy, které se u ¢loveka tvoii v oblastech
genitdlu, mimofddn¢ ohrozuji jeho reproduk¢éni zdravi. Vcetné rizika neplodnosti
mohou vznikat pfi nedostate¢né 1é¢b¢ genitdlnich infekci i chronické komplikace, jako
jsou zanégtlivd onemocnéni panve, chronicky zanét prostaty ¢i mimod¢lozZni t€hotenstvi.
Riziko predstavuje stdle aktudlngj$i vyskyt infekci, zplsobenych timto mikrobem

(Zdhumensky et al., 2015).

Chlamydie jsou celosvétové nejCastéji hlaSenou bakteridlni STD, s odhadovanym
poctem 127 milionti piipadii chlamydiové infekce na celém svét¢ (WHO). Vyskyt je
nejcastéjsi u Zen a muza ve véku 14-25 let a celosvétovy pocet piipadi se kazdorocné
zvySuje. ZvySeny vyskyt je pravdépodobné zplsoben asymptomatickou infekci

a nevyhovujici partnerskou 1é¢bou (O’Connell a Ferone, 2016).

Ptikladem vhodné antibiotické 1é€by u nekomplikovanych chlamydiovych infekei jsou
azithromycin nebo doxycyklin. Pii komplikované infekci nebo Casté smiSené infekci se

doporucuje kombinace antibiotik. Lécba by méla byt dostatecn¢ dlouhd, pro pokryti
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i inaktivnich extraceluldarné uloZenych kmend chlamydii. Kombinace se systémovou
enzymoterapii zvySuje dostupnost ucinné latky v postizené tkdni a zvySuje ucinnost
1é¢by zejména u chronicky probihajicich zdnéth (Zdhumensky et al., 2015). Pfestoze se
u lidskych patogennich druht C. trachomatis vyznamné vysokd antibiotickd rezistence
neobjevila, mohou tyto mikroorganismy vyjadfovat vyznamné rezistentni fenotypy.

Popsany byl naptiklad stabilni fenotyp rezistentni na tetracyklin (Donati et al., 2016).

Laboratorni diagnostika neni vzdy spolehlivd, proto je dobrd kombinace dvou odliSnych
testh s piihlédnutim k anamnéze a klinickému obrazu onemocnéni. Rozhodujici
je prikaz agens v biologickém materidlu, jako jsou vytéry z uretry, rekta ¢i cervixu.
Mezi metody prikazu piitomnosti antigeni patii ELISA (z anglického enzyme-linked
immuno sorbent assai), pfimd imunofluorescence nebo detekce nukleové kyseliny

chlamydii pomoci PCR (Benes, 2009).

Obrazek 3: Chlamydia trachomatis (GeneProof, 2022)

2.2.3 Mycoplasma genitalium

Mycoplasma genitalium je oportunni patogen urogenitdlniho traktu, jehoz pfenos je
zprostiedkovan pohlavnim stykem (Hurych a Sticha, 2021). Tento patogen zptisobuje
nongonoroickou nonchlamydiovou uretritidu u muzii a cervicitidy u Zen (Zdhumensky

et al., 2015).

Virulenci této bakterie piedstavuji specifické adheziny, které umoziu;ji pfilnuti bakterie
k riznym eukaryotickym bunikdm, do kterych bakterie pronikne a tim zpusobi jejich
vazné poskozeni. Pokud tento patogen neindikuje STD svym vlastnim pusobenim, ma

schopnost zvysit nachylnost k jinym druhtim sexudlné pienosnych patogent (Yueyue et

17



al., 2022). Bakterie postrddd bunécnou sténu. Obal tvoii pouze dvojvrstva fosfolipidl
a proteintl s obsahem cholesterolu. Z diivodu absence bunééné stény byva M. genitalium

IV v

velmi obtizné kultivovatelna a vyZaduje aZ tydny ristu (Hurych a Sticha, 2021).

M. genitalium je pomé&rné roz8iteny mikrob, ktery je soucdsti vagindlni flory zdravych,
sexudlné aktivnich Zen. I kdyZ dominuje sexudlni pfenos této infekce, az 10 % sexudlné
neaktivnich dospélych a 5 % d¢ti je genitdlnimi mykoplasmaty kolonizovdno. U Zen
kolonizovanych M. genitalium se v 5 % vyvine zanétlivé onemocnéni panve a ve 22 %
zanét dé&lozniho hrdla, naprostd vétSina infekci, avSak zlstdvd bezpiiznakova

(Zdhumensky et al., 2015).

Vzhledem k tomu, Ze M. genitalium postrddd buné€nou sténu, antibiotika zacilend na
syntézu bunécné stény, jako jsou P-laktamy, jsou tedy ze své podstaty neticinnd.
Makrolidy, proti kterym je dnes M. genitalium jiZ rezistentni, byly prvni moZnou terapii
infekce. Alternativou jsou tedy fluorochinolony a tetracykliny. Rezistence vSak
celosvétové rychle nariistd a alternativni terapie jsou omezené (Hughes a Saunders,

2018).

Problém predstavuje i skutecnost, Ze klinickd diagnostika mykoplasmovych infekci je
obtiznd, jelikoz jejich projevy jsou necharakteristické a pripominaji celou fadu jinych
onemocnéni. Hlavni moZnosti diagnostiky je nepiimy prikaz specifickych protildtek
metodou ELISA, dédle nespecificky test priikazu chladovych aglutinint ¢i PCR detekce

z vytéru z nosohltanu nebo sputa (Benes, 2009).

Obrazek 4: Mycoplasma genitalium (Warren, 2020)

18



2.2.4 Mpycoplasma hominis

Mycoplasma hominis patii stejné jako Mycoplasma genitalium mezi oportunni
patogeny. Usidluji se v urogenitdlnim traktu a mohou vyvolat u Zen endometritidu,
hluboky zanét panve, poporodni horeCku ¢i chorioamnionitidu. U muzii zptsobuji
prostatitidy a negonokokové uretritidy, které je patogen schopen vyvolat pouze za

vyjimeénych situaci i u Zen (Hurych a Sticha, 2021).

Virulence je zaloZena na stejnych principech jako u jinych druhd téchto patogenti.
Bakterie se uchyti na povrchu hostitelskych bun€k a umoziuje organismu kolonizovat
a nésledné produkovat patologické 1éze. DalSim zdrojem virulence jsou lipoproteiny,

které se podileji na pfilnavosti na povrch buiiky a cytotoxicité (Ahmed et al., 2021).

Tento druh mycoplasmy je stejné jako ostatni velmi obtizné kultivovatelny, vzhledem
k absenci buné&éné stény (Hurych a Sticha, 2021). Tato absence poskytuje M. hominis
rezistenci vici PB-laktamovym antibiotikim stejné jako viaci sulfonamidim,
trimethoprimu, rifampinu a vSem dal$§im c¢inidlim piisobicim na tvorbu bakteridlni
bunécné stény (Ahmed et al., 2021). RozliSeni jednotlivych patogenli je mozné
biochemickou aktivitou, kterd se u jednotlivych druhti 1i§i a lIze ji tedy vyuzit

i v diagnostice (Hurych a Sticha, 2021).

Diagnostika je postavena na stejném principu jako u M. genitalium, protoZe 1 u této
mykoplasmy je jeji klinickd diagnostika obtiznd. Diagnostika je zaméfena na prikaz
specifickych protilitek pomoci metody ELISA, déle je moZzna detekce DNA z vytéra
nosohltanu a diagnostika pomoci PCR (Benes, 2009).

Obrazek 5: Mycoplasma hominis (GeneProof, 2022)
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2.2.5 Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis, téZ oznaCovana jako Bicenka poSevni, spadd mezi bi¢ikovce
podobné jako jiné trichomonddy (Schindler, 2014). Tento bi¢ikovy parazit ovalného
nebo hruskovitého tvaru byl poprvé popsan v roce 1836. Na svém povrchu ma 5 bic¢iki
a sit’ mikrotubulll, které slouZi k adhezi k poSevnim epiteliim. V télnich tekutinich
pfezivd 24 hodin a mimo télo na kontaminovanych predmétech 1-2 hodiny. Pfenos
tohoto prvoka kontaminovanymi pfedméty jako jsou ru¢niky ¢i mydla je mozny a byl
i popsan (Zahumensky et al., 2015). Jedna se vSak primarné o lidského patogena, ktery

sV s

se prendsi pohlavnim stykem (Hurych a Sticha, 2021).

Pribéh infekce je Casto asymptomaticky, kdy tato situace Casto prispivéd k Siteni, ale
muze se projevit jako vaginitida s nazelenalym, pachnoucim vytokem u Zen
a negonokokovou uretritidou u muzi. Asymptomaticky pritbéh nemoci tak casto unika
pozornosti a fada onemocnéni zptisobené trichomonddami neni rozpoznéna (Tien et al.,

2020).

WHO odhaduje, Ze v roce 2016 bylo zaznamendno 156 milioni pfipadi trichomonidzy,
coz ptekonalo pocet piipadii chlamydiovych infekei i kapavky (Rowley et al., 2019).
Jako prvni moZzna 1écba u trichomonidzy se doporucuji nitroimidazoly, metronidazol
a tinidazol (Tien et al., 2020). Nyni se vSak objevuji kmeny, které se vyznacuji svou
rezistenci vi¢i metronidazolu. Klinickd rezistence trichomonidz na metronidazol byla

poprvé popsana jiz v roce 1962 (Lossick a Kent, 1991).

Vzhledem k tomu, Ze rutinni testovani citlivosti ¢asto neni dostupné, jsou k dispozici
pouze omezené informace a nedostatek relevantnich ddajti o prevalenci antimikrobidln{

rezistence u T. vaginalis (Tien et al., 2020).

Laborantné je infekce nejCastéji diagnostikovdna pomoci mikroskopického prikazu
pohyblivych bic¢ikovcl v nativnim prepardtu z poSevnich ndtéri u Zen a z natéru
uretrdlntho sekretu u muzi. Nasledné se suchy natér obarvi podle Giemsy-
Romanowského. Dalsi moznosti diagnostiky a vyS§i mozny zachyt neZz mikroskopie
predstavuje kultivace trichomondd na specidlnich pidach. V zahrani¢i je hojné
pouzivany zpusob diagnostiky pomoci PCR z posevniho a uretrdlniho sekretu nebo

mocového sedimentu (Benes, 2009).
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Obrazek 6: Trichomonas vaginalis (GeneProof, 2022)

2.2.6 Ureaplasma urelyticum a Ureaplasma parvum

Tyto dva druhy oportunnich patogenti patifi mezi mykoplazmata, kterd jsou nejéastéji
izolovana z urogenitdlniho traktu. Jednd se o primarné lidské patogeny, které u Zen
zpusobuji hluboké zanéty panevniho dna, zdnéty d€lohy ¢i poporodni horecky. U muzi
ureaplasmy zpusobuji zanéty prostaty a negonokokové zanéty mocové trubice (Hurych

a Sticha, 2021).

U nelécenych infekci vyvolanych témito druhy patogenti, mize dojit k neplodnosti nebo
komplikacim v téhotenstvi. V horSich pfipadech k onemocnéni novorozence, které se
projevi ve form& chronického onemocnéni plic a retinopatie nedonoSenych (Kokkayil
a Dhawan, 2015). Hlavnim pfedstavitelem virulence je membranovy protein, ktery je

zodpovédny za pevnou adhezi na povrch napadenych bunék (Hurych a Sticha, 2021).

Rezistence na antibiotika u ureaplazmat je stdle duleZitéjSi otdzkou, jelikoZ dochdzi
k jejimu rychlému vzestupu. Rezistence byla hldSena na makrolidy, tetracykliny
a fluorochinolony. Proto v€asnd diagnostika a zahdjeni vhodné antibiotické terapie je
zésadni pro prevenci dlouhodobych komplikovanych infekci (Kokkayil a Dhawan,

2015).

Shodné jako M. genitalium a M. hominis klinickd diagnostika onemocnéni je obtizna
z divodu necharakteristickych projevii onemocnéni. Moznosti je nepiimy prikaz
specifickych protilatek pomoci metody ELISA. Pfimy prikaz infekci je zaloZeny na

detekci DNA pomoci PCR (Benes, 2009).
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Obrazek 7: Ureaplasma (Hussien, 2019)

3 Antimikrobialni rezistence

Antibiotika se vyznacuji svym antimikrobidlnim uc¢inkem vaci bakteriim. Od svého
objevu se staly nepostradatelnymi pii 1écb€ infekénich onemocnéni. Mechanismy
pusobeni kazdé antimikrobidlni skupiny jsou razné. Napiiklad mechanismem uc¢inku -
laktamovych ATB, do kterych patii druhy ATB jako karbapenemy, cefalosporiny,
monobaktamy a penicilin, spolecné¢ s ATB skupinou glykoproteinii je inhibice syntézy
bunécné stény. Dale lipopeptidy zpusobuji depolarizaci bunééné membrany a schopnost
inhibovat syntézu proteinli vazbou na 30S ¢i 50S ribozomdlni podjednotku maji
aminoglykosidy, tetracykliny, vazbou na 30S ribozomélni podjednotku (C Reygaert,
2018).

Pfirozenou reakci mikroorganismu, jakozto dusledku vyvojového procesu, je vytvoreni
ochranného mechanismu rezistence. Tedy tvorba specifickych genetickych
a fenotypovych znakd, jejichZz vysledkem je schopnost mikroorganismu vzdorovat

antibiotickym uc¢inktim (Schindler, 2014).

Rezistence piedstavuje obrovskou hrozbu pro naSe globdlni zdravi. Onemocnéni,
zpusobené rezistentni infekci vyZaduje pouziti drazSich antibiotickych druhti 1éCiv a tim
i zvySeni ndkladi 1€cby a prodlouZenou rekonvalescenci pacienta. Nejméné pozitivnim
faktem je zvySujici se umrtnost u pacientii trpicich infekcemi, které zplisobuji
rezistentni bakterie. Ke vzniku rezistentnich kmenu dochdzi v nemocnicich, ale

i v rizném komunitnim prosttedi. (Urbaskova a Hrabak, 2012).
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Rezistenci na antibiotika uplatiiuji bakteridlni buniky nc¢kolika mechanismy. SniZenou
absorpci 1é¢iva, modifikaci cile 1éCiva, inaktivaci 1é€iva nebo aktivnim efluxem léciva.
Tyto mechanismy mohou byt pfirozené (primarni rezistence) nebo ziskané (sekundarni
rezistence) vlastnimi bodovymi mutacemi nebo pienosem gend od jinych organismi

(Reygaert, 2018).

Druhy nékterych bakterii maji schopnost omezovat pifjem antimikrobidlnich latek.
Ptikladem jsou G-bakterie, které omezuji pijjem ATB diky struktufe a funkci vrstvy
lipopolysacharidii. Dal§im piikladem jsou mykobakterie, které maji vysoky obsah lipidii
a jsou tak odolné vuc¢i hydrofobnim léktim. Také bakterie bez bunécné stény jsou

rezistentni na ATB, ktera své plisobeni cili pravé na bunécnou sténu (Blair et al., 2014).
3.1 Primadrni druh rezistence

Primérni rezistence se taktéZ oznacuje jako rezistence pfirozend (Rozsypal et al., 2013).
Jednd se o druhovou vlastnost mikroba, pro kterou je typickd pfirozend necitlivost
k danému ATB. Nejcastéji se jednd o absenci cilové struktury nebo piitomnost
mechanismu rezistence. Uvedenym piikladem miiZe byt vyskyt pfirozené rezistence
gramnegativnich bakterii na glykopeptidy nebo primérni rezistence u Klebsiella spp. na
ampicilin (Hurych a Sticha, 2021). Hlavni p¥i¢inou vzniku tohoto druhu rezistence byva
zpravidla odliSnost ve struktufe bakteridlni bunky. Bakterie se stane piirozené
rezistentni hned z nékolika diivodl. Napiiklad nemad transportni systém, ktery by ATB
dopravil do bunky, nebo naopak postrdada cilovou strukturu, proti které md ATB
ucinkovat. Jednim z diivodli miiZe také byt i nepropustnost bakteridlni stény (Schindler,
2014). Prirozend rezistence se iu n¢kterych druhli bakterii objevila pravé pii 1éCbe

infek¢nich onemocnéni pomoci ATB (Benes, 2018).

Primarni druh rezistence muze byt vyuzit i ve vySetfovacich metoddch pii pouziti
jednotlivych kultivaénich ptid. Po pfidani ATB do kultivacniho média dojde k potlaceni
ostatnich mikroorganismt a na piid¢ vyroste jen rezistentni druh bakterie, ktery chceme

vykultivovat (Hurych a Sticha, 2021).
3.2 Sekunddrni druh rezistence

Sekundarnim druhem rezistence je rezistence ziskand. Ziskana rezistence je stav, kdy se

puvodné citlivy zastupce urCitého bakteridlntho druhu stane rezistentnim (Hurych
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a Sticha, 2021). Ziskani tohoto druhu rezistence spo&iva v pienosu genetické informace,
kterd se muze uskuteCnit u bunék pochdzejicich z rGznych klonii i dokonce mezi
bunikami jinych druhii, rodt nebo jinych vyssich tutvart (Bene$, 2018). Geny jedné
buiikky se mohou pienést na fadu dalSich bun€k za pomoci plazmidi nebo jinych
mobilnich genetickych elementl. Geny se nachdzeji uvnitt plazmidi ve form¢ mnoha
kopii a ty jsou ndsledn¢ pteneseny. DalSi moZnost pienosu genl rezistence mezi
bunikami je bakteriofdgem nebo za pomoci volné DNA ¢i tranpozomu (Schindler,

2014).

Pfenos, za kterym stoji vyména DNA v jedné generaci bakterii, oznacujeme jako pfenos
horizontdlni. Opakem je pak pfenos vertikdlni, u kterého dochdzi k pteddni mechanismu

rezistenci z jedné generace bakterii na dalsi (Hurych a Sticha, 2021).

3.3 Multirezistentni kmeny

Multirezistence je stav, kdy jsou bakterie rezistentni k vice antibiotickym tfidam.
Bakterie rezistentni ke vSem antibiotikiim oznacujeme jako panrezistentni. V nékterych
piipadech muze dojit k nedcinnosti antibiotické terapie, i kdyZ stanoveni citlivosti
neprokdzalo rezistentni fenotyp. Pfi¢innou miZe byt ptezivani bakterii v buiikdch, do
kterych se nasledné ATB nedostane, napiiklad v makrofazich. Casty je také riist bakteri
v podobé biofilmu, kdy poté odoldvaji b&Znym ddvkam antibiotik (Hurych a Sticha,
2021).

Pocet multirezistentnich bakterii se v poslednich desetiletich zvysil alarmujicim tempem
a zpusobuji vazné problémy. Mezi zdvazné dopady plsobeni multirezistence patii
zvySené riziko selhani 1écby a recidivujicich infekci. Infekce multirezistentnimi
bakteriemi jsou asociované se zvysSenou nemocnosti a imrtnosti, coz ma za nésledek

mimojiné i rostouci ndklady na zdravotni péci (Huemer et al., 2020).
4 Molekularni diagnostika sexualné pienosnych infekci

Pro spravnost diagnostiky onemocnéni je nutnosti provést podrobné klinické vySetteni.
Jeho soucésti je dusledné zjisténi anamnézy, kterd zahrnuje rizikové chovani a sexudlni
praktiky pro zvoleni mista odbéru a druhu biologického materidlu potfebného pro
vySetfeni. Pro molekuldrn¢ genetické metody je velmi dualezité dodrZzovat ndvod

vyrobce a omezeni tykajici se validity vySetfeni pro vzorky z riiznych odbérovych mist.
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Vysetieni provadéné u nestandardnich materidlti je vhodné konzultovat s laboratornim

specialistou (Zakouckd, 2020).

STD byly dfive diagnostikovdny klasickymi nemolekuldrnimi metodami, jako je
mikroskopie nebo kultivace izolati z klinickych vzorkli. Tyto pfistupy se stdle
pouzivaji, ale ne tak casto, spiSe pro potvrzeni diagnézy pacienta a uUcinku 1écby
(Caruso et al.,, 2021). Mikroskopie je levnd metoda, kterd nevyZaduje specidlni
vybaveni, avSak citlivost je ovlivnéna zkuSenostmi odborného pracovnika. Rizikem
muze byt asymptomatické nosicstvi u infekci, jako je kapavka ¢i trichomonidza (WHO).
Dalsi nemolekuldrni metodou je kultivace organismi pomoci specifickych médii, ktera
vykazuje vysoké procento citlivosti a specifity, ale jde o pomaly proces, ktery €asto trva
az nékolik dni v zavislosti na organismu. Proto se v dneSni dobé laboratofe vice
priklanéji k diagnostice nemoci pomoci molekuldrnich metod, jako je analyza pomoci

PCR ¢i sekvenovani (Fournier et al., 2013).

Tyto piistupy maji potencidl byt pfimo aplikovany na klinické vzorky a zahrnuji metody
zaloZzené na detekci specifickych sekvenci DNA. Vyhodou dostupnych molekuldrnich
metod je moznost diagnostiky jiz z klinického izoldtu bez potieby kultivace. Metody
jsou zéroven citlivé, rychlé, a navic schopné diagnostikovat jak druh, tak profil 1ékové
rezistence infek¢niho agens (Kathuria et al., 2015). NejcastéjSim principem

molekuldrniho testu je PCR v redlném Case (Real-time PCR).
4.1 Real-time PCR

Real time PCR, nazyvana také jako kvantitativni real-time PCR, nebo kinetickd PCR je
v dne$ni dob¢ skvéle zavedenou metodou pro detekci, kvantifikaci a typizaci riznych

druhii mikrobidlniho agens v klinické oblasti (Kralik a Ricchi, 2017).

Jednd se o amplifikace DNA, kterd je detekovdna a kvantifikovdna pomoci
fluorescen¢niho reportérového signdlu, ktery zvySuje pifimo umérné mnozstvi PCR
produktu v reakci. Fluorescen¢ni reportér je excitovdn svétlem v piistroji v kazdém
PCR cyklu a néasledné¢ je detekovdna florescence. Zaznamendnim mnoZstvi
fluorescen¢ni emise v kazdém cyklu mtize byt PCR monitorovdna béhem exponencidlni
faze, kdy prvni vyznamné zvySeni mnozstvi produktu koreluje s pocatecnim mnoZzstvim

cilového templatu (Green a Sambrook, 2018).

Na principu real time-PCR je i zaloZena fada komer¢nich souprav.
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5 Komerc¢né dostupné Kkity

Jednotlivych molekuldrné diagnostickych souprav a piistrojii zamétenych na detekci
puvodci STD je na trhu velké mnozstvi. Komercéni soupravy mohou byt
v monoplexovém, kdy je detekovan jeden konkrétni patogen nebo v multiplexovém

uspotadani, kdy je detekovéano vice piivodi STD zérover.

Tabulka 1: Prehled komerc¢nich souprav urcenych pro molekularni diagnostiku STD

Systém Kit

STI 16-well (Ref 27112)

AusDiagnostics | Urinogenital 8-well (Ref 27113)

Urinogenital and Resistance 12-well (Ref 8§7123)
EliGene® Chlamydia trachomatis UNI Kit
EliGene® Neisseria UNI Kit

EliGene® Ureaplasma UNI Kit

EliGene® Mycoplasma hom/gen UNI Kit
GeneProof Chlamydia trachomatis PCR Kit
GeneProof Neisseria gonnorhoea PCR Kit
GeneProof Mycoplasma genitalium/hominis PCR Kit
ProofGene GeneProof Ureaplasma PCR Kit

GeneProof Trichomonas vaginalis PCR Kit
GeneProof CT/NG/MG PCR Kit

GeneProof MH/UU/UP PCR Kit

EliGene

5.1 AusDiagnostic

Systém AusDiagnostics, konkrétné panel ,,URINOGENITAL AND RESISTANCE (12-
WELL)“, predstavuje molekuldrné-biologickou platformu slouZici pro diagnostiku
patogentl, kdy praci se systémem by m¢l provddét vhodné a dostatecné vyskoleny

persondl v kvalifikovanych laboratotich. (Stanley a Szewczuk, 2005).

Systém zachycuje Siroké spektrum mikrobidlnich patogenti v kratkém case. Diky této
platformé je moznost detekovat druhy onemocnéni, které zpiisobuji patogeny v oblasti
respiraniho, gastrointestindlniho a urogenitdlniho traktu ¢i pivodce dermatomykdz.
Soucésti platformy jsou multiplexni panely, které jednotlivé detekce umoZziuji. Pro
semi-automatickou kvantifikaci tato platforma vyuziva velice citlivou a d¢innou metodu
multiplex tandem real-time polymerdazovou fetézovou reakci (MT-PCR)

(AusDiagnostics, 2019). MT-PCR je proces pro vysoce multiplexni profilovani genové
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exprese a jednd se o klicovou techniku v molekuldrni biologii, kterda umozZiuje
amplifikaci specifickych sekvenci DNA z komplexnich smési jednotlivych genovych

nukleovych kyselin (Stanley a Szewczuk, 2005).

Vzorky, kdy se jednd typicky o extrakty nukleovych kyselin, popfipad¢ primarni
materidl jako jsou moce na STD, jsou pipetovany piimo do oznacenych stripii, které
jsou specifické pro kazdou diagnostickou soupravu. Obsahuji smés vSech potiebnych
lyofilizovanych primert, diky kterym muze ndsledné¢ probéhnout kratkd multiplexni
preamplifikacni reakce, ve které je smes primert homolognich ke vSem detekovanym

cilim a kazdy par téchto primeri je specificky pro jeden cil (AusDiagnostics, 2019).

Pipetovani je zajisténo pomoci robota Easy-Plex, ktery automaticky pipetuje mastermix,
vodu a olej (AusDiagnostics, 2019). Nejprve probihd amplifikace, pokud se tedy
nejednd o RNA templédt, v tomto piipad€¢ nejprve probéhne reverzni transkripci na
cDNA templat. Olej se pridivd do reakce kviili zabranéni vypafovani reakéni smési

v prabéhu amplifikace (Stanley a Szewczuk, 2005).

Vzniklé PCR produkty jsou fedény vodou a mastermixem pro spravné prob&hnuti
amplifikace. Naredéné produkty jsou alikvotovany do jednotlivych pozic mikrotitraéni
desticky, kdy soucasti mikrotitracni desticky je jeden lyofilizovany par primerii v kazdé
jamce, specifickych pro jeden konkrétni cil. Vysledkem ¢innosti pipetovaciho robotu je
tedy napipetovana mikrotitracni desticka, kterd je ndasledné¢ umisténa do RT-PCR

analyzatoru HighPlex (AusDiagnostic, 2019).

Pfitomnost fluorescencni barvy v reakci emituje fluorescencni zafeni v piipadé, kdy je
interkalovana do dvousroubovicové DNA (Stanley a Szewczuk, 2005). ZvySeni
fluorescence probiha pii amplifikaci a je odeCitdna analyzdtorem. Po skonceni reakce
jsou vSechna data softwarov€ vyhodnocena a poskytnou informaci o piitomnosti
patogena a jeho piipadné kvantité a specifit¢ amplifikovaného tdseku DNA, kdy pravé
tento systém se vyuzivd na Ustavu lékaiské mikrobiologie ve Fakultni nemocnici

v Motole (AusDiagnostic, 2019).
5.2 GeneProof

Mezi dalsi platformy patii i GeneProof, ktery pracuje na stejném principu jako systém
AusDiagnostics. Jednd se opét o reakci zalozenou na MT-PCR. Tento PCR kit slouZzi

k diagnostice STI a odhaleni bakterialniho agens (Pereyre et al., 2022).
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Detekce konkrétné u kitu uréeného pro diagnostiku bakterii jako jsou Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis a Mycoplasma genitanium spociva v amplifikaci
gent specifickych pro jednotlivé bakteridlni agens a v méfeni nartstu fluorescence.
Pfitomnost jednotlivych bakterii je indikovdna rozdilnymi druhy fluoroforem. Pro
kontrolu celého diagnostického procesu, tim je mySleno tucCinnost extrakce DNA
a ucinnost PCR amplifikace, je pouZivana interni kontrola, kterd je soucasti PCR kitu.
Interni kontrola pozitivni amplifikace je detekovdna ve fluorescenénim kandlu.
Detek¢ni souprava vyuZziva technologii minimalizujici nespecifické reakce a zajisSt'ujici

maximalni citlivost (GeneProof, 2022).
5.3 EliGene

Kit EliGene Neisseria UNI je uréen pro DNA diagnostiku patogennich druhli Neisseria
gonorrhoeae z izolovaného vzorku DNA. Tato diagnostickd souprava je stejn¢ jako
predeslé systémy zalozena na metod¢ RealTime PCR. V této sad¢€ jsou pouzity primery
a sondy pro detekci DNA Neisseria gonorrhoeae. Systém EliGene ma dals{ kity ur¢ené
pro diagnostiku jinych ptivodcti STD stejné jako u predchozich kitil jinych systémd.
Diagnostika je zaméfena na bakterie, jako Chlamydia trachomatis, Mycoplasma

hominis, Mycoplasma genitalium a bakterie rodu Ureaplasma sp. (EliGene, 2022).
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6 Cile prace a hypotézy
6.1 Piedklddand prdace md dva stéZejni cile:

1. Retrospektivni analyza vzorkl vytéri nebo moci pozitivnich na pfitomnost N.
gonorrhoeae bude slouzit k zjisténi predpoklddaného rezistomu na zdkladé detekce

mutaci asociovanych s antimikrobidlni rezistenci.

2. Optimalizace izolace DNA =z PCR pozitivnich vzorklh vytéri a moci
pro celogenomové sekvenovani, které by nahradilo cilové specifickou PCR se sekvenci

PCR amplikonti.
6.2 Hypotézy:

Hypotézy nebyly pro tento typ studie stanoveny. Retrospektivni analyzou PCR
pozitivnich, ale kultivaéné negativnich vzorka na pfitomnost N. gonorrhoeae zjistime,
zda nedochédzi k Sifeni multirezistentnich kment, jejichz vyskyt byl zaznamenén
v n¢kolika evropskych zemich. Pro budouci sledovani vyskytu geni/mutaci
asociovanych s antimikrobidlni rezistenci bude vyuZito celogenomového sekvenovani.
Vzhledem k soucasné piitomnosti lidské DNA v téchto vzorcich neni jasné, zda
vysledné sekvencni pokryti patogena(i) bude dostatecné k detekci jednotlivych genii

a mutaci. Je tedy nutné DNA extrakci optimalizovat pro tento typ vzork.
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7 Metodika
7.1 Material

7.1.1 Pacientské vzorky

V rdmci bakaléiské prace byly pouZity odebrané vzorky moce ¢i urogenitdlni vytéry od
pacientli (hospitalizovanych i ambulantnich) z Fakultni nemocnice Motol. VySetfeni
bylo provedeno pomoci CE-IVD diagnostické soupravy (multiplexové PCR,
AusDiagnostics). Pro zavedeni metod detekce rezistence u N. gonorrhoeae byly pouzity
PCR pozitivni, ale kultivacné¢ negativni vzorky na pifitomnost této bakterie z let 2018-

2022.
7.1.2  Primery pro PCR

Tabulka 2: Primery pouzité pii experimentech provadénych v ramci bakalaiské prace

Cilovy | Cislo
gen primeru | Primer Oligonukleotid Reference
357 NG-penA-
penA F1 5'-CGGGCAATACCTTTATGGTGGAAC-3' (Tto et al.,
358 NG-penA- 2005)
R1 5'-AACCTTCCTGACCTTTGCCGTC-3'
361 NG-ponA-
ponA F1 5'-CGCGGTGCGGAAAACTATATCGAT-3' (Ropp et
360 NG-ponA- al., 2002)
R1 5'-AGCCCGGATCGGTTACCATACGTT-3'
363 NG-ponA-
porB F1 5'-CAAGAAGACCTCGGCAA-3' (Martin et
364 NG-ponA- al., 2004)
R1 5'-CCGACAACCACTTGGT-3'
NG-mtrR- L
P R 5"AACAGGCATTCTTATTTCAG-3' (Mavroidi
mtrR et al.,
360 NG-mtrR- 2001)
R1 5'-TTAGAAGAATGCTTTGTGTC-3'
238 F1 5'-TACATGCAAGTCGATCGGAAGTAGC-3' |(Ng et al,
rRNA 366 NG-23S- 2002)
R1 5'-AAACTCCAGCCATTGCCTGCTAG-3'
367 NG-gyrA-
A F1 5'-TCCGCCACGACCACAAATTC-3' (Allen et
8y 368 NG-gyrA- al., 2011)
R1 5'-CTGCCAGCATTTCATGTGAG-3'
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7.1.3 Primery pro PCR s HRM

Tabulka 3: Primery pouZzité pfi experimentech provadénych v ramci bakaldiské prace

(Xiu et al., 2020)

Cilovy |¢.
gen primeru | Primer Oligonukleotid
NG-penA-
337 F_HRM 5-GTGTGATTGTGGCGGTAAC-3'
NG-penA-
338 R_HRM 5'-GACCGGACCTGTCACTAC-3'
NG-penA-
343 F_HRM 5-TCGGCTACCGTACAAGATAC-3'
penA
NG-penA-
344 R_HRM 5'-GGTACCGACGTTGGAAGA-3'
NG-penA-
355 F_HRM 5'-CCGGCGGCGGGTTTCGATGTCGGCGCTAAA-3'
NG-penA-
356 R_HRM 5'-CGGCGGCCGCTAGCGGCCATTGACCAGTTT-3'
NG-ponA-
353 F_HRM 5" TTGGGCGGTGGTTCAAGAG-3'
ponA
NG-ponA-
354 R_HRM 5'-TGCATCCAGCGAAACCAAAG-3'
NG-porB-
335 F_HRM 5'-sGAACAGCCCCCTGAAAAACAC-3'
porB
NG-porB-
336 R_HRM 5'-CCGGATTCCCAAGCATTGAC-3'
NG-mtrR-
347 F_HRM 5'-CCGGCGGCGGACGAAATCGCCCAAGCCG-3'
NG-mtrR-
348 R_HRM 5'-CGGCGGCCGCTTTTTGAAATGCCAATAGAGCG-3'
mtrR
NG-mtrR-
349 F_HRM 5'-GCACTTTTTCGAGCGGCTG-3'
NG-mtrR-
350 R_HRM 5'-AACAGGATGTTGTGGAATTTGTAG-3'
NG-23SrRNA-
345 F_HRM 5'-CGTCGTGAGACAGTTTGG-3'
NG-23SrRNA-
238 346 R_HRM 5'-CGGTCCTCTCGTACTAGG-3'
rRNA NG-23SrRNA-
351 F_HRM 5-ACTCAGCGAAGTTGAAGTGGT-3'
NG-23SrRNA-
352 R_HRM 5'-"TACAGTAAAGGTTCACCGGGGTC-3'
NG-porA-
341 F_HRM 5'-TAATTGGAGACTGATTGGGTGT-3'
porA
NG-porA-
342 R_HRM 5'-CGCATATCGGCTTCCTTTTGTA-3'
Opa 339 NG-opa-F_HRM [5'-CCGGCGGCGTTCAGCACCTTAGGGAACCG-3'
340 NG-opa-R_HRM [ 5'-CGGCGGCCGTGGCGGATGAACAAAAACCG-3'
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7.1.4 Chemikdlie a kity

Tabulka 4: Chemikalie a kity pouzité pii experimentech v raimci bakalaiské prace

Nazev Vyrobce
QuantiTect SYBR® Green PCR Kit © QIAGEN
DNeasy® Blood & Tissue Kit © QIAGEN
QIAquick PCR Purification Kit © QIAGEN
AMPure XP Beckman Coulter
Agencourt® CleanSEQ Beckman Coulter
Nextera XT DNA Library Preparation Kit [llumina®
High-Sensitivity DNA Library Preparation Kit [Nlumina®

BigDye® Direct Sanger Sequencing Kit

Thermo Fisher Scientific

Applied biosystems 3130xI

Thermo Fisher Scientific

Saponin a TritonX-100

Sigma Aldrich

Turbo DNase Buffer ThermoFisher Scientific
Turbo DNase ThermoFisher Scientific
SeaKem® LE Agarose Lonza
GelRed® Nucleic Acid Gel Stain Biotium
Electrophoresis power supply EV1450 Consort

7.2 Metody

7.2.1 Izolace bakterialni DNA

Zasadnim krokem bylo ziskédni izolované bakteridlni DNA, aby mohly byt nasledujici
kroky experimentdlni Céasti uskute¢nény. Tento krok, nebyl provadén v priabchu
praktické Casti bakalaiské prace, ale byly pouzity jiz izolované DNA pozitivni vzorky.

Avsak izolace je provadéna nésledujicim zplisobem.

Nejprve probéhlo vytemperovéani vSech potfebnych reagencii na pokojovou teplotu.
Nejprve je napipetovano 20 pl OIAGEN protézy na dno 1,5 ml eppendorf
mikrozkumavky a poté ptidano 200 pl vzorku. Do stejné mikrozkumavky bylo pfidano
200 ul pufru AL (lyza¢ni pufr), smes se vortexuje po dobu 15 sekund. Déle byl vzorek
inkubovén pfi 56 °C po dobu 10 minut v termobloku. Po 10 minutich byla teplota

zvySena na 95 °C a vzorek se ddle inkubuje dalSich 15 minut. Inkubace pii 96 °C vede
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k inaktivaci né€kterych infekénich agens, ale neovliviiuje vytéZek DNA. Po inkubaci
v termobloku se vzorek kratce sto¢i na stolni centrifuze pro odstranéni kondenzétu
z vicka a ptida se 200 ul absolutniho etanolu. Po pifidani absolutniho etanolu byl vzorek
promichdn na vortex mixeru po dobu 15 sekund a opét stocen na stolni centrifuze. Takto
pfipravend smeés byla napipetovdna do QiaAmp kolonky umisténé v 2 ml sbérné
zkumavce. Kolonka ve sbérné zkumavce byla centrifugovédna pii 13 000 ot., po dobu
1 minuty. Po skonceni centrifugace v kolonce ztlistala poZadovand sm¢s a odpadni filtrat
ve sbérné zkumavce, proto prob¢hlo pfendani kolonky do nové sbérné zkumavky
a predesla byla s odpadnim filtrdtem po centrifugaci vyhozena. Po opatrném otevieni
kolonky bylo provedeno ptidani 500 pl promyvaciho pufru AW1 a opakovana
centrifugace pii 13 000 ot. po dobu 1 minuty. Dédle byla kolonka pfenddna do nové
sbérné zkumavky a byla odstranéna stard zkumavka s odpadnim filtratem. Poté bylo
ptidano 500 pul pufru AW2 a opét probé&hla centrifugace pti 13 000 ot., po dobu 3 minut.
Nasledné byla kolonka prenesena do oteviené a oznacené eppendorf mikrozkumavky
a sbérnd zkumavka s odpadnim filtradtem byla vyhozena. Do kolonky po centrifugaci
bylo ptiddno 100 ul pufru AE a prob¢hla inkubace po dobu 5 minut pii pokojové
teploté. Po skonceni inkubace probchla centrifugace pfi 13 000 ot. 1 minutu.
Po posledni centrifugaci, jsme ziskali roztok izolované DNA, ktery se uvolnil do
eppendorf mikrozkumavky. Z této zkumavky byla odstranéna kolonka a obsah na dné
byl piepipetovan z jedné eppendorf mikrozkumavky do Cisté oznacené zkumavky se

Sroubovacim vickem.

7.2.2 Celogenomové sekvenovani (WGS)

WGS neboli masivné paralelni sekvenovani umoznuje sekvenaci celého genomu
bakterie (Fricke a Rasko, 2014). Pred vlastnim sekvenovéanim je nutné jednotlivé vzorky
upravit, jednd se o tzv. ptipravu knihovny, kdy je DNA fragmentovéna, jsou pfipojeny
dalsi sekvence (adaptory a indexy). Knihovna jednotlivych vzorkl se poté pipetuje
dohromady v ekvimolarnim pomeéru. Vlastni sekvenovdni probihd na néckterém
ziskany kratké sekvence 150-250 para bazi ve fastq formatu. Tyto kratké sekvence se
pomoci bioinformatického softwaru bud’ tzv. assembluji de novo, kdy dochdzi k jejich
spojovani podle piekryvl jednotlivych kritkych sekvenci nebo se tzv. mapuji na
referencni genom vybrané bakterie. Referencni genomy jsou dostupné v National

library of Medicine (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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WGS se v Kklinické mikrobiologii pouZivd k charakterizaci izolatl, zjiStovani
mechanismi rezistence, virulence, piibuznosti jednotlivych kment pro epidemiologické
ucely a ke zkoumdni adaptability bakteridlnich kment pfi chronickych infekcich napf.
u pacienti s cystickou fibrézou. Identifikace kmenti zaloZzend na WGS poskytuje
mnohem lepsi rozliSeni ve srovndni s pfistupy zaloZzenymi na genetickych markerech

(Balloux et al., 2018).

V prvni fazi projektu byla pro pfipravu knihovny primarné pouzita DNA tif klinickych
vzorkli moce nebo vytéru pozitivniho na nékterého z pavodcti STD (viz tabulka 10).
Knihovna pro celogenomové sekvenovani byla pfipravena pomoci Nextera XT kitu
s pfiddnim indexd (kitA). Vzorky byly sekvenovany spole¢né¢ s dalSimi bakteriemi
z jinych projektli, sekvenovani probéhlo na sekvendtoru NextSeq (Ilumina). Kratké
sekvence (150pb) byly mapovany na referenéni genomy N. gonorrhoeae,
U. urealiticim, C. trachomatis ziskané z National library of Medicine (NCBI,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov) pomoci softwaru Geneious. Vzhledem k téméft
nulovému pokryti referen¢nich genomi, zfejmé¢ kvili vysokému podilu humdanni
(kontaminujici DNA) jsme se pokusili o tpravu vzorku (odstranéni DNA, viz kapitola
7.2.3) pted piipravou knihovny. Pfiprava knihovny, sekvenovani a analyza byla

provedena na stejném principu, jako je uvedeno vyse.
7.2.3 Uprava vzorkii na WGS — odstranéni humdnni DNA

K odstranéni humanni DNA z biologickych vzorkil pozitivnich na nékterého z pivodct
STD (tfi vzorky moce, jeden urogenitalni vytér, uvedeno v tabulce 10) bylo provedeno
podle prokolu publikovaném autory (Fong et al., 2020) pouzitim saponinu a tritonuX-

100. Jednd se o dva chemické detergenty pro selektivni 1yzu.

Uprava vzorku probihala nasledovné: 200 ul vzorku bylo smichdno s 1 % saponinem
a1l % tritonX-100. Vzorky byly poté vortexovany po dobu 10 sekund a inkubovany pfi
teploté¢ mistnosti po dobu 5 minut. Dale byl pfidan 20 pul Turbo DNase Buffer a 2 ul
DNase. DNA z takto upraveného vzorku byla izolovana stejnym protokolem, jako bylo

popséano v kapitole 7.2.1.

Nésledné byla provedena opé€t analyza pomoci platformy AusDiagnostics, stejnou

soupravou, kterou byla provedena i detekce ptivodcti STD. Tato diagnostickd souprava
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poskytuje informaci o poctu kopii lidské DNA a DNA konkrétniho detekovaného

patogena.
7.3 Polymerdzova retézovd reakce (PCR)- obecny princip

Nézev polymerdzova fetézova reakce a jeji zkratka PCR pochdzi z anglického ndzvu
,Polymerase chain reaction®. V dnesni dobé je PCR povaZovdna za nepostradatelnou
diagnostickou metodu v molekuldrni biologii a mnoha jinych oborech (Maheaswari et
al., 2016). Metodu PCR vynalezl v roce 1983 Kary Banks Mullis (Saiki et al., 1985),
diky kterému se véda opét posunula kuptedu. V soucasnosti byl zdkladni postup PCR
modifikovén, rozSiten a aplikovan na Sirokou $kélu problémii a technik, ¢imz vznikl

velmi dlouhy seznam specializovanych aplikaci (Waters a Shapter, 2014).

PCR umoznuje ziskat in vitro replikaci vice kopii fragmentu DNA. Jako templat pro
PCR reakci mtiZze byt pouZzita genomickd DNA i komplementdrni DNA ziskand pomoci
reverzni transkripce z izolované RNA. PCR reakce zahrnuje tii cyklicky se opakujicich
faze: denaturace, hybridizaces primery a elongace. Produkty kazdého kroku syntézy
slouzi jako templat pro nésledujici kroky, ¢imz je dosaZeno exponencidlni amplifikace
(L. Nagpal et al., 2020). Cyklus tii teplokrokt se opakuje pfiblizné 30-40x (Lorenz,
2012). VPCR reak¢éni smési je nutné mit nasledujici komponenty: Taq DNA
polymerézu, pufr, dNTPs, ultraistou vodu, primery a templat DNA.

7.3.1 PCR s analyzou kiivky tani (HRM)

Analyza tani s vysokym rozliSenim (HRM analyza) je kvantitativni analyza kifivek tani
PCR amplikoni. HRM je jednoduchd, rychld anendkladnd metoda k identifikaci
genetickych variant v sekvencich nukleovych kyselin. Pfed provedenim analyzy HRM
je pro ziskéani pfesnych a spolehlivych vysledkt nezbytna optimalizace navrhu primeru,
smési PCR a nastaveni softwaru (Kim et al., 2023). Princip této analyzy je v detekci
tbytku fluorescence, zptsobené postupnym zahiivinim PCR amplikonli, coZ vede
k jejich denaturaci a uvolnovdnim fluorescencniho barviva navdzaného do

dvojSroubovice DNA.

Vhodnost pouZziti HRM bylo publikovdno pro identifikovani riznych molekuldrnich

markerit asociovanych srezistenci ktadé antibiotik jako napf. cefalosporiny
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s rozsitenym spektrem (ESC) a azithromycinem (AZM) u N. gonorrhoeae (Xiu et al.,

2020).

PCR amplifikace s ndslednou analyzou tini byla provedena nésledovné: Pro kazdy gen
byla piipravena PCR reakéni smés (viz tabulka 5). Pro PCR s HRM byly pouzity
primery z publikace (Xiu et al., 2020), (oznacené Cisly 335 - 356). Jako vzorek byla
pouzita DNA z pozitivniho vzorku moce na pfitomnost N. gonorrhoeae. Analyza byla
provedena v piistroji LightCycler® Nano Real-Time PCR Instrument s nasledujicim

teplotnim profilem:

Pocatecni denaturace pti 96 °C 15 minut, déle 34 cykli: 96 °C 1 minuta, 60 °C 1 minuta
a 30 sekund, 72 °C jedna minuta a findlni elongace pfi 72 °C 10 minut. Analyza kfivky

tani probihala od 70 °C do 95 °C, zvySeni 0 0,5 °C za 1 sekundu.

Tabulka 5: Pipetovaci protokol pro PCR s HRM analyzou

SYBR Green 10 pl
H,O 6,5 pul
primer forvard 0,75 pl
primer reverse 0,75 ul
DNA 2 ul
Objem jedné pozice 20 pl

7.3.2 PCR amplifikace jednotlivych genit N. gonorrhoeae pro Sangerovo

sekvenovani

PCR Amplifikace byla provedena v monoplexu vzdy s konkrétni dvojici primert, které
amplifikovaly vybrany udsek DNA. Reakéni PCR smés pro jeden vzorek je uvedena
vtabulce ¢. 6. Pripraveny master mix jsme rozpipetovali do jednotlivych
mikrozkumavek. Jako vzorek byla pouzita DNA klinikého vzorku pozitivniho na
piitomnost DNA bakterie N. gonorrhoeae. V negativni kontrole byl vzorek DNA

nahrazen vodou. Teplotni profil pro PCR amplifikaci je uveden v tabulce €. 7.

V prvnim kroku jsme pouZzili anealingovou teplotu publikovanou autory (Xiu et al.,
2020). Vzhledem k nespecifit¢ PCR amplikont na elektroforéze (viz obrazek 8) byla

provedena gradientovd PCR a to nésledovné: vySe uvedend PCR reakéni smés se
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pfipravi pro osm separatnich jamek. V cycleru je nastaven gradientovy program, coZ
znamend, Ze vkazdé zosmy jamek bude odliSnd anealingova teplota v teplotnim
rozmezi od 55-65 °C. Podle sily a ostrosti prouzki PCR amplikonii po separaci
v agarové elektroforéze je vybrdna optimdlni teplota pro PCR amplifikaci. Pro dany
PCR amplikon musi byt pfitomen pouze jeden prouzek ocekdvané délky, jinak je

nasedani primert nespecifické.

Tabulka 6: Pipetovaci protokol pro PCR amplifikaci jednoho vzorku

H.O 6,5 ul

SYBR Green 10 ul

primer forvard 0,75 pl

primer reverse 0,75 ul

DNA 2ul

celkovy objem 20 ul

Tabulka 7: Amplifika¢ni protokol pro PCR

96 °C 15 min 1 cyklus
96 °C 60 sec
55°C 90 sec 35 cykla
72 °C 60 sec
72 °C 10 min 1 cyklus

7.3.3 Kontrola PCR amplifikonii pomoci gelové elektroforézy

Pro kontrolu PCR amplikonii byla provedena agarova elektroforéza. Pii agarové
elektroforéze dochazi k separaci molekul DNA podle jejich velikosti v elektrickém poli.

Nukleové kyseliny nesou zaporn¢€ nabity naboj, a tudiZ se pohybuji od katody k anodé.

Gel jsme pfipravili rozpuSténim 0,5 g praskové agarézy v 25 ml pufru. Do pufru
s praSkem agarézy byl nasledné piiddn 1 pl barviva (GelRed), ktery interkaluje
s dvojSroubovici DNA. Pripraveny roztok jsme nalili do elektroforetické vany
a spolecné s tzv. hiebinkem, ktery byl vlozen do roztoku pro vytvarovani nandSecich

jamek, prob¢hlo v elektroforetické vané tuhnuti po dobu 30 minut. Po ztuhnuti agaru
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byly napipetoviny 4 ul vzorku smichané s 2 ul roztoku nanéseci barvy do jednotlivych
jamek v gelu. Do prvni jamky jsme nanesly 5 ul velikostniho standardu neboli
tzv. ladderu (zebticku), ktery umonzni odecet velikosti PCR amplikonti v parech bazi.
Pfipraveny gel s nanesenymi vzorky byl uzavien do elektroforetické vany a pfipojen
k elektrickému proudu s napétim 80 V. Po prob&hnuti reakce byl samotny gel prosvicen

UV svétlem a vysledny obraz byl vyfocen a archivovan.

5520

Ladder

tall Ladder

-

e el i

Obrazek 8: PCR pfi publikované teploté Obrazek 9: PCR- gradient

7.3.4 Precisténi PCR produktii pro sekvenacni reakci

PCR po amplifikaci byla pfeciSténa nasledujicim zptisobem. Nejprve jsme stocili vzorek
pro odstranéni kondenzatu z vicka a promichali ependorf mikrozkumavky se suspenzi
paramagnetickych kuli¢ek Agencourt AMPure, tak aby smés méla homogenni barvu,
jelikoz kuli€ky snadno sedimentuji. Takto rozmichané kulicky (36 pl) jsme pridali
k PCR produktu (20 ul) a tuto smés opét zvortexovali. Po inkubaci 3-5 minut pfi
pokojové teplot¢ byla zkumavka sPCR produktem a kulickami pfemisténa do
magnetického stojanku Agentcourt SPRIPlate 96R na 5-10 minut, dokud nedoslo
k vyCefeni roztoku (paramagnetické kulicky jsou zroztoku pfitaZzeny magnetem).

Nésledné byl opatrné odsdt supernatant, tak aby nedoslo k poskozeni vytvoreného
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krouzku z paramagnetickych castic, na kterych je navdzand DNA PCR amplikont. Ke
vzorku, ktery je stidle umistén na desti¢ce bylo ptidano 200 ul Cerstvé pripraveného 75
% etanolu, ktery je po 30 vtefinidch bezezbytku odsat. Pfidani alkoholu a jeho nasledné
odsati je znovu opakovano a slouzi k odmyti nevyuZzitych nukleotidi a dalSich slozek
reak¢éni smési z PCR reakce. Nésleduje inkubace 10-20 minut ptfi pokojové teploté tak,
aby se ptipadny zbytkovy alkohol odpatil. Nemélo by, vSak dojit k pfeschnuti, které se
projevi rozpraskdnim krouSku magnetickych castic. Po této inkubaci je vzorek sundan
z magnetického stojanku a ke vzorku je pfiddna 40 ul ultracisté vody a smés kulicek

s vodou je dukladné propitovana, tim dojde k uvolnéni DNA do roztoku.

Tabulka 8: Pipetovaci postup pro piecisténi PCR produkt

PCR amplifikace 20 ul

Agentcourt AMPure 36 ul

75% etanol 200 ul

H-O 40 ul

7.4 Sangerovo sekvenovdni — obecny princip

Sangrovo sekvenovani je metoda vhodna pro analyzu kratkych specifickych oblasti
genomu. Analyza probihd za piitomnosti templdtové DNA, sekvencnich primert,
polymerdzové DNA a Ctyt deoxynukleotidtrifosfati (dNTPs)
a dideoxynukleotidtrifosfatd (ddNTPs). Tyto ddNTPs jsou oznafené Ctyfmi riznymi
fluorescen¢nimi barvickami. Syntetizovany fetézec DNA se prodluzuje, dokud nedojde
k zaclenéni dostupného ddNTP, ¢imZ se dal$i prodluzovani ukon¢i. Po syntéze jsou
reakéni produkty separovany podle velikosti v kapildfe sekvendtoru. Pfi priichodu
detektorem je kapildra excitovdna laserem a detektor detekuje konkrétni fluorescen¢ni
barvicku podle které je rozeznana nukleotidovd baze. Vysledkem je chromatogram

(Janitz, 2008).
7.4.1 Sekvenacni reakce

Néslednym krokem po piecisténi produkti PCR byla sekvenacni reakce. Reakéni smés

pro sekvenacni reakci je pfipravena separatn¢é pro kazdy primer, protoZe sekvenujeme
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vzdy jedno vlidkno DNA ve sméru forward nebo reverse. Reakéni smés se pfipravuje
podle pipetovaciho protokolu uvedeného v tabulce 9. Kazda zkumavka tedy obsahovala

10 pul celkového objemu.

Zkumavka s takto pfipravenou reakéni smeési je umisténa do termocycleru, kde

probéhne teplotni protokol: uvedeny v tabulce €. 10.

Tabulka 9: Pipetovaci postup pro sekvenacni reakci

PCR produkt 2,0 ul

BigDye Terminator | 0,5 pl

Seq. Buffer 1,75 pl
Seq. Primer 2,5 ul
H;O 3,25 ul

Tabulka 10: Teplotni protokol pro sekvenac¢ni reakci

96 °C 3 min

96 °C 10 sec

50 °C 5 sec 30 cykla
60 °C 2 min

10 °C Hold

7.4.2 Precisténi po sekvenacni reakci

Po vyjmuti z termocycleru jsou zkumavky kritce stoeny pro odstranéni kondenzatu
z vicka. Pred pfidanim paramagnetickyc kulicek AgenCourtSEQ, jejich zdsobni roztok
dikladn¢ promychdme vortexovanim. Do zkumavky s reakéni smési po sekvencéni
reakci bylo napipetovano 10 ul rozmychanych paramagneticky kulicek AgenCourtSEQ.
Nésledné je pfiddno 42 ul Cerstvé pripraveného 85 % etanolu a smés je promychédna
pipetovanim cca 30 vtefin. Vzorek je poté umistén do magnetického stojanku
Agentcourt SPRIPlate 96R na pfiblizné¢ 3 minuty, dokud nedojde k vycefeni roztoku,
kulicky s DNA jsou pfitazeny magnetem na kraj zkumavky. Supernatant je optarné
odsét, tak aby nedoSlo k poSkozeni krouzku kuli¢ek na st€én€ zkumavky. Nésleduji dva

promyvaci kroky se 100 ul Cerstve ptipraveného 85 % etanolu a 30 vtefinovou inkubaci
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pfi pokojové teploté a odsati supernatantu. Vzorek se poté nechd schnout 10 minut, tak
aby nedoslo k preschnuti kulicek s navazanou DNA. Poslednim krokem je pfidani 80 ul

destilované vody, a propitovani roztoku.
7.4.3 Sangerovo sekvenovdni

Vlastni sekvenovani probéhlo na sekvendtoru Applied Biosystems 3130x1. Kvalita
sekvenci byla zkontrolovdna v prohliZze¢i FinchTV. Jednotlivé sekvence byly poté
namapovany na referencni sekvenci N. gonorrhoeae. V piipad¢ geni penA, mtrR, ponA,
porB, 23S rRNA, gyrA jsme po namapovani ziskanych sekvenci na referenc¢ni genom
zjistili nedostatecné pokryti nékterych tsekl. Z tohoto ditvodu byly nejprve pouzity jiz
dostupné primery pro PCR s HRM. Pro stidle nepokrytd mista byly navrzeny dal$i
sekvenacni primery, abychom pokryli i tyto useky. Pro mapovani sekvenci a ndvrh

sekvenacnich primert byl pouZit software Genneious (pfiloha ¢.1).
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8 Vysledky

8.1 Celogenomové sekvenovdani

Po namapovani kratkych sekvenci (150 pb) na referen¢ni genomy N. gonorrhoeae, U.
urealiticim, C. trachomatis pomoci softwaru Geneious bylo zjisténo téméi nulové
pokryti referen¢nich genomi. Toto mohlo byt zplsobeno ziejmé& vysokym podilem
humdanni (kontaminujici) DNA. Z tohoto divodu jsme se pokusili o dpravu vzorku

(odstranéni DNA, viz kapitola 7.2.3) pted ptipravou nové knihovny pro WGS.

Zastoupeni huménni a bakteridlni DNA u vzorki pted dpravou a po uUpravé je uvedeno
v tabulce 11. U tif vzorkli byl zjiStén vyrazny pokles zastoupeni humanni DNA.
BohuZel, s poklesem zastoupeni humédnni DNA ve vzorku miZeme také vidét i pokles
koncentrace detekovaného patogena. Vzorky, u kterych byl pokles humanni DNA
dostate¢ny, byly osekvenovany (WGS). Jednalo se o tfi vzorky uvedené v tabulce 11
(2287, 2275, 2243), sekvenace u vzorku 2304 nebyla provedena z duavodu
nedostatecného odstranéni humanni DNA. Po osekvenovani byly kratké sekvence opé&t

namapovany na referen¢ni genomy s bohuZzel shodnym témét nulovym pokrytim.

Tabulka 11: Zastoupeni humanni a bakteridlni DNA (kopie) v jednotlivych vzorci pred

a po upraveé pomoci Saponinu a TritonuX-100

Vzorek |N. gonorrhoeae | Chlamydia | LGV | U. parvum | Lidska DNA
Mot 2304 15088 731 3406 122
2304T |9 360 659 4992 454
. 2287 11 110 673 1 690 137
Moc¢
2287T |13 278 477
. 2275 142 233 201 292
Mo¢
2275T 461 1798
Viter 2243 1273543 2689 32396 273
y 2243T 1098507 5693 7 100 720

8.2 PCR s HRM analyzou

V priibéhu feSeni této prace byla provedena PCR s HRM analyzou. Tato metoda je
prozatim optimalizovana pro monoplexové uspofadani, kdy kazdy gen je amplifikovan

samostatné.
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Vysledky mizeme vidét na obrazku 10. V grafu ziskaného z analyzitoru je zndzornéna
zména jednotek relativni fluorescence (RFU) s ¢asem [dRFU/dT] v zdvislosti na teploté
ve stupnich celsia. Jak jiz bylo zminéno, PCR amplifikace byla provedena v monoplexu,
takZe kazd4 kiivka odpovidd jednomu amplifikonu. Jednotlivé detekované teploty tani

jsou uvedeny v tabulce €. 12.

Pro rutinni pouZziti bude metoda optimalizovdna jako multiplexové PCR, z divodu
uspory chemie. Nejdiive je vSak nutné ziskat vzorky sjiz zndmymi molekularnimi
mechanismy resistence, tak aby bylo mozné analyzovat posuny v kiivkdch tani mezi

vzorky s mutaci a bez mutace.

Tabulka 12: Tabulka zniazornujici vysledné teploty tani pro jeden vzorek analyzovany

v monoplexu (1 pér primerii pro nésledujici geny mtrR,23S rRNA, ponA, penA, porB )

Pouzité Teplota
Jamka |Fluor |primery |Vzorek |tani

A0l SYBR 3354336 |4110 77,60
A02 SYBR [3514352 4110 78,10
B0l SYBR [337+338 [4110 81,50
B02 SYBR 3534354 |4110 80,20
Co1 SYBR [339+340 (4110 85,00
C02 SYBR 3554356 |4110 85,00
DO1 SYBR [341+342 [4110 74,30
EO1 SYBR 3434344 [4110 None
FO1 SYBR 3454346 |4110 79,90
GO1 SYBR |347+348 |4110 85,30
HO1 SYBR 3494350 [4110 76,70
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Obrazek 10: graf kiivky tani pro jeden vzorek analyzovany v monoplexu (1 par

primert pro nasledujici geny mtrR,23S rRNA, ponA, penA, porB)

8.3 Cilové specificka PCR pro ndsledné sekvenovdni

V ramci zpracovani dat probéhla optimalizace PCR protokolu pro amplifikaci
jednotlivych gent, u kterych jsme zjiStovali optimdlni teploty pro nasedani primerd.
Toho bylo docileno pomoci gradientové PCR s detekci PCR amplikonti agarovou
elektroforézou. Optimdlni anealingové teploty pro jednotlivé geny jsou uvedeny

v tabulce ¢. 13.

Tabulka 13: Ziskané optimdlni anealingové teploty pro cilovée specifickou PCR

Optimalni teplota
Gen O
penA 61
ponA 64
porB 61
mtrR 64
23S rRNA |61
gyrA 61
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Vzhledem k nedostatecnému pokryti analyzovanych udseki DNA byly v pribéhu

experimentadlni ¢4sti predklddané prace navrzeny nové primery. Pomoci nékterych

primerit z PCR s HRM a téchto nové navrzenych primerd, jsme dosdhli pokryti

pozadovanéhych tsekli genomu.

Tabulka 14: Nové navrZzené primery

Cilovy gen | ¢. primeru | Primer | Oligonukleotid

penA 378 Sek_penA | 5'-ACCGATGCCCAATTCATGAT-3'

mtrR 379 Sek_mtrR | 5'-GGTTTGATGTAAAGGGTTTTGCC-3'
mtrR 380 Sek_mtrR | 5'-CGAAAACGCCATTATGAGAAAAACC-3'
ponA 381 Sek_ponA | 5-CCTTGGGTTTTGCGGCCC-3'

Tabulka 15: Kombinace primert pro sekvencni reakce potiebné k pokryti jednotlivych

genll

Geny Sekven¢ni primery
penA 357+358+378

mitrR 359+379+380

ponA 361+362+381

porB 363+335

23S rRNA 365+366

gyrA 363+367+368
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9 Diskuze

Bakterie Neisseria gonorrhoeae, kterd zpusobuje kapavku a jeji nesnadnou lécbu
v oblasti antimikrobidlni rezistence, ptedstavuje hlavni problém vefejného zdravi
nacelém svété. V mnoha zemich byla doporucovdna antimikrobidlni terapie
v kombinaci dvou a vice ATB, o kterych se uvadélo, Ze zvySuji ucinnost 1écby. AvSak
v soucasné dobé bylo jiZ zaznamendno terapeutické selhani 1 u této kombinované 1écby.
Antimikrobidlni rezistence gonokokovych kment a jeji globdlni Sifeni, byvaji spojené
prevazné s cestovanim do cizich zemi za tzv. sexudlni turistikou (Unemo et al., 2019).
Rostouci antimikrobidlni rezistence je hrozbou pro moderni medicinu a rostouci
mezindrodni mobilita usnadnuje jeji Siteni. Infekce rezistentnimi organismy maji vyssi
morbiditu a dmrtnost, jsou ndkladnéjs$i na 1écbu, vedou k delSimu pobytu v nemocnici

a predstavuji vétsi z4téZ pro zdravotni systémy (Frost et al., 2019).

Situaci stéZuje i obtiznost nebo i nemoznost kultivace, kterou se nékteii ptivodci STD
vyznacuji. Pro kultiva¢ni zachyt je nutny dilkkladny odbér, rychly transport materidlu
a mnohdy specialni kultivacni média a podminky. N¢které infekce také mohou probihat
asymptomaticky (obzvlasté u muzii) coz predstavuje riziko dal§itho Sifeni a moznych
zdravotnich komplikaci spojenych s reprodukci. Z vySe uvedenych divodli je
v souCasné dob¢ pro diagnostiku sexudln¢ pienosnych infekci vyuzivdna molekularni
diagnostika. Vysledky zajistuji vyssi citlivost a kvalitu ve srovndni s bakteridlni

kulturou (Verma a Sood, 2016), ale jako vedlejsi efekt ndim chybi tdaje o antibiotické
citlivosti ptivodcit STD.

Vyse uvedené ditvody vedly k tématu této prace, kdy jsme se pokusili o zavedeni
metody pro molekuldrni detekci jiz popsanych mechanismu rezistence u ptivodct STD,
piimo z klinického materidlu pozitivniho pomoci komeréniho multiplexového PCR bez

kultivacni pozitivity N. gonorrhoeae.

Z hlediska moZnosti detekce vSech jiZ pospanych mechanismil resistence a zjiSténi
novych potencidlnich mechanismii by byla nejvyhodnéjsi metoda celogenomového
sekvenovani. Ta byla jiz popsdna v né€kolika pracich, ale autofi vZdy pouzivali jiz
kultivované kmeny N. gonorrhoea (Xiu et al., 2020, Eyre et al., 2019, Fifer et al., 2020).
V nasi praci jsme pouZzili DNA, kterd byla pouZita pro primarni PCR detekci pivodct
STD, bohuzel ackoliv ptfiprava knihovny probéhla standardn€, po namapovani

ziskanych sekvenci na referenc¢ni genomy jsme ziskali t€éméf nulové pokryti, takZe nasSe
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knihovna byla siln¢ kontaminovdna privodni humdnni DNA. Tato DNA tedy byla
sekvenovdana preferenné pred DNA fragmenty genomu patogena, které byly ve vzorku

Vv s

zastoupeny v niz§im poctu.

Vzhledem ktémto vysledkim jsme provedli odstranéni humanni DNA pomoci
precisténi zajisténého pusobenim saponinu a tritonu-X. Ackoliv podle vysledka
zastoupeni bakteridlni a humdnni DNA, doSlo k vyrazné redukci humanni DNA, po
namapovani sekvenci na referencni genomy bylo vysledné pokryti konkrétnich genti
(penA, mtrR, ponA, porB, 23S rRNA, gyrA) N. gonorrhoeae nedostatecné pro analyzu
bodovych mutaci, ¢i jinych genetickych zmén. Z divodu nevhodnosti WGS byla déle
pouzita cilové specifickd PCR s analyzou kiivek tdni (HRM). Primery pro tuto metodu
byly prevzaty z publikaci Dona et al., 2016 (gen gyrA) a Xiu et al., 2020 (geny penA,
mtrR, ponA, porB, 23S rRNA). Pouzitim téchto primert v monoplexovém usporadani
jsme spolehlivé amplifikovali vSechny cile. Pro klinické pouziti je nutné ziskat vzorky
se zndmym mechanismem rezistence, abychom mohli evaluaovat spolehlivost detekce

jednotlivych mechanismu na zdklad¢ zmény v teploté tdni PCR amplikon.

Pro ziskani vySe uvedenych vzorkll se zndmym mechanismem rezistence jsme
v experimentdlni C¢asti prace zavedli a optimalizovali cilové specifické PCR pro
Sangerovo sekvenovani jednotlivych genti asociované s rezistenci k antibiotikim volby.
Tento pfistup je sice laboratorné i financné naro¢ny, ale jednd se o nezbytny krok
k ziskani souboru vzorkl potfebnych pro evaluaci, popiipad¢ optimalizaci vyse uvedené
specifické PCR s HRM. Také sekvenovanim jednotlivych genli mohou byt objeveny
doposud nepopsané mutace. Stejn¢ jako v piipadé PCR s HRM jsme i pro sekvenovani
jednotlivych gent pouzili jiz publikované primery z publikace Zhang et al., 2021. Pro
ziskani vhodnych PCR amplikonti bylo nutné optimalizovéni teplotniho protokolu pro
jednotlivé geny, protoze pii pouZiti teploty publikované autory (Zhang et al., 2021)
nebyla PCR amplifikace tspé$nd. To miiZze byt zpisobeno pouZitim jiné polymerazy
nebo odliSnou syntézou primera. Dalsi optimalizaci vyzadovalo vlastni sekvenovani. Po
namapovani ziskanych sekvenci jsme u nckterych genli nedosahli pokryti celé oblasti,
kterd méla byt analyzovéna. Zkusili jsme tedy pouZit primery z PCR s HRM a u oblasti,
které byly stejn¢ nepokryty, jsme navrhli dodatecné sekvenacni primery. Ve studii
Zhang et al., 2021 byl pro sekvenovani PCR amlikont pouzit sekvenator MinION.
Tento prenosny sekvendtor patii mezi sekvendtory nové generace. Tato konkrétni

technologie umozZnuje sekvenovani dlouhych fragmentd. V nasi praci byl pouzit
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sekvendtor prvni generace, ktery md sekvenacni schopnost do maximalné¢ 660 pb
v jednom sméru. Vzhledem k odliSnosti pouzitych sekvendtorti bylo nutné navrhnout

dalsi primery pro sekvenaci, aby byl analyzovany usek zcela pokryty.

48



10 Zavér

V ramci mé bakalatské prace byly vyzkouSeny rizné postupy pro molekularni detekci
mechanismi antimikrobidlni rezistence u pluvodct sexudlné pienosnych infekci.
Nejvyhodnéjsim zplisobem by bylo celogenomové sekvenovani, ale u této metody jsme
narazili na problém vysoké kontaminace privodni humanni DNA ve vzorku. Pro dalsi
pouZiti této medoty je tedy nutné zoptimalizovat izolaci DNA, kdy by bakteridlni DNA
byla obohacena a humanni DNA depletovana. DalSim pfistupem byla PCR s HRM pro
detekci jiz popsanych mechanismil rezistence u N. gonorrhoeae. Jedna se o levnou
arychlou metodu, avSak pro jeji ptipadné pouZiti v klinické praxi je nutné shromézdit
vzorky se zndmym mechanismem rezistence, abychom mohli evaluaovat spolehlivost
detekce jednotlivych mechanismti na zédklad¢ zmény v teploté tdni PCR amplikont. Pro
ziskani vysSe uvedenych vzorkli se zndmym mechanismem rezistence jsme

v experimentdlni Casti prace zavedli a optimalizovali cilové specifické PCR pro

Sangerovo sekvenovani jednotlivych genti asociované s rezistenci k antibiotiktim volby.

Proto by tato bakaldiska prace mohla byt pfinosem nejen pro laickou vetejnost, ale déle
poslouzit jako podklad pro podrobnéjsi a dikladnéjsi vyzkum v této oblasti, jelikoz
s nartstem antimikrobidlni rezistence hrozi, Ze se bézné infekce stanou nevylécitelnymi

1 dokonce az smrtelnymi.
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DNA - deoxyribonukleova kyselina

dNTPs - deoxyribonukleotidtrifosfaty

dRFU/dT - relativni fluorescenc¢ni jednotka s asem v zavislosti na teploté
ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (imunochemickd analyza)
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H>0 - voda
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LGV - Lymphogranuloma venereum (pohlavné ptenosna infekce)
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MT-PCR - multiplexni tandemova PCR
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RFU - relativni fluorescen¢ni jednotka
RNA - ribonukleova kyselina

RT-PCR — PCR v redlném case

STD — sexudlné€ prenosné infekce

UV — ultrafialové zareni

V —volt

WGS - sekvenovani celého genomu
WHO - Svétova zdravotnickd organizace
°C — stupen Celsitv

ul — mikrolitr
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