UNIVERZITA PALACKEHOV OLOMOUCI

Doktorska diserta¢ni prace

Olomouc 2016 Lucie Navratilova



UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
LEKARSKA FAKULTA

Ustav mikrobiologie

|dentifikace a charakterizace bakterii pomoci

PCR s naslednou analyzou tani

Doktorska disertacni prace

Olomouc 2016 RNDr. Lucie Navrat ilova



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem predloZenou doktorskou disertacni praci s ndzvem “ldentifikace
a charakterizace bakterii pomoci PCR s naslednou analyzou tani” vypracovala samostatné.
VSechny prameny, ze kterych jsem Cerpala pfi vypracovavani této prace, fadné cituji

a uvadim uplny odkaz na pfislusny zdroj.

V Olomoucidne ..................



Pod ékovani

Dékuji MUDr. Vladislavu Raclavskému, Ph.D. za cenné rady, pfipominky a odborné

vedeni béhem tvorby mé doktorské disertacni prace.

Dékuji rovnéz doc. MUDr. Dagmar Koukalové, CSc. a prof. MUDr. Milanu Kolarovi,
Ph.D. za poskytnuti zazemi pro provedeni experimentélni ¢asti mé disertacni prace a rovnéz
svym kolegum, zejména Bc. Petfe Prochazkové, ktefi svymi pfipominkami nebo pomoci

pFispéli k realizaci mé doktorské disertacni prace.

Tato prace byla provadéna mj. s podporou grantu IGA MZ CR (NT/13560), MSMT
(LO1304) a vnitfniho grantu LF UP (LF_2015_035). Infrastrukturni ¢ast (Ustav molekularni
a translaéni mediciny) byla podpofena opera¢nim programem "Vyzkum a vyvoj pro inovace"
(projekt CZ.1.05/2.1.00/01.0030).



Souhrn

Diagnostika mikrobialnich infekci vyZaduje rychlé a presné metody detekce
a identifikace puvodce nakazy. Tyto metody jsou zaloZeny bud na posouzeni fenotypu, nebo
genotypu daného mikroorganismu. Fenotypové metody sleduji zejména fyziologické
a biochemické vlastnosti, zatimco genotypové metody jsou zaloZzené na posouzeni

mezidruhovych odliSnosti v sekvenci DNA.

PfredloZzena prace shrnuje dostupné literarni zdroje ve studované oblasti a zamérfuje
se na zhodnoceni mozného pfinosu PCR s naslednou analyzou tani ve tfech oblastech:
(1) videntifikaci bakterii se zaméfenim na nefermentujici gramnegativni tycinky,
(2) v rozliSeni genomovar komplexu Burkholderia cepacia a (3) v identifikaci druh skupiny
Streptococcus milleri (S. anginosus, S. constellatus a S. intermedius). Tyto skupiny bakterii
jsme vybrali, protoZze se jedna o patogeny vyznamné pfispivajici k plicnim exacerbacim

u pacientd s cystickou fibrézou.

Do studie bylo zafazeno 1140 klinickych izolatd, které byly vykultivovany ze 402
vzorkl ziskanych od 126 pacientd trpicich bronchiektaziemi, cystickou fibrézou nebo
chronickou obstruk&ni plicni nemoci, ktefi byli v péci Kliniky plicnich nemoci a tuberkulozy

a Détské kliniky Fakultni nemocnice Olomouc.

Prvni Cast prace se zabyvala identifikaci bakterii, hlavné gramnegativnich
nefermentujicich ty€inek, pomoci (1) fenotypovych metod, zahrnujicich konvenéni
fenotypové metody a také MALDI-TOF MS a (2) genotypovych metod, které byly zaméfeny
na analyzu 16S rDNA, konktrétné hypervariabilni oblasti V1 16S rDNA genu, zastoupené

PCR s naslednou analyzou tani PCR produktu (PCR-HRMA) a pyrosekvencovanim.

Druha ¢ast prace se zabyvala uréenim genomovaru komplexu Burkholderia cepacia,
konkrétné genomovard | az V, neboli B. cepacia sensu stricto, B. multivorans,
B. cenocepacia, B. stabilis a B. vietnamiensis, které se celosvétové ze zminéného komplexu
vyskytuji nejCastéji jako oportunni lidské patogeny. Pro uréeni genomovaru byla jako zlaty
standard pouzita PCR analyza genu rec. Byla testovana vypovidaci schopnost
(1) konvenénich fenotypovych metod, (2) genomovar-specifické PCR s naslednou analyzou
kfivky tani PCR produktl, (3) pyrosekvencovani a (4) MALDI-TOF MS. V ramci této Casti
bylo analyzovano 28 klinickych izolatd identifikovanych jako komplex Burkholderia cepacia.
Konvenéni fenotypové metody podle ocekavani rozliSeni genomovard neumoznily
a pyrosekvencovani variabilni oblasti V1 16S rDNA také ne. Zbylé aplikované metody,

tj. PCR-HRMA analyza genu recA a MALDI-TOF MS, rozliSeni genomovart umoznily.



Treti Cast studie se zabyvala identifikaci druhd skupiny Streptococcus milleri
(Streptococcus milleri group, SMG). Pro zachyt SMG byla pouZzita semi-selektivni puda
McKay agar. Pro rozliSeni druh skupiny Streptococcus milleri byla pouZita real-time PCR
a nested PCR. V obou pfipadech byly PCR produkty podrobeny analyze tani. Techniky byly

testovany na 40 izolatech bakterii skupiny Streptococcus milleri.
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Summary

Diagnostics of bacterial infections requires rapid and accurate detection and species
identification of the infectious agent. Species identification techniques are based either on an
assessment of the phenotype or genotype of the microorganism. Phenotypic techniques
examine the particular physiological and biochemical properties, while genotypic methods

are based on the evaluation of interspecies differences in DNA sequences.

This work summarizes the available literature resources in the study area, and aims
to evaluate the potential of PCR followed by HRMA: (1) in identification of bacteria, non-
fermenting Gram-negative rods in particular, (2) in differentiation of genomovars of the
Burkholderia cepacia complex and (3) in identification of Streptococcus milleri group species
(S. anginosus, S. constellatus and S. intermedius). We focus on these groups of bacteria,
because they represent important pathogens that contribute to pulmonary exacerbations

in cystic fibrosis patients.

The study included 1,140 bacterial isolates recovered from 402 clinical samples
obtained from 126 patients suffering from bronchiectasis, cystic fibrosis or chronic obstructive
pulmonary disease attending the Department of Respiratory Medicine and the Children's

Clinic of the University Hospital Olomouc.

The first part dealt with the identification of bacteria, Gram-negative non-fermenting
rods in particular. Phenotypic identification techniques included conventional phenotyping
and MALDI-TOF MS. Genotypic identification techniques targeted the 16S rDNA V1
hypervariable region and included PCR with subsequent melting analysis (PCR-HRMA)

and pyrosequencing.

The second part focused on differentiation of genomovars of the Burkholderia cepacia
complex, namely the clinically most relevant genomovars | to V, i.e B. cepacia sensu stricto,
B. multivorans, B. cenocepacia, B.stabilis and B. viethamiensis. Analysis of the recA gene
was used as gold standard of genomovar identification, followed by evaluation of accuracy
of (1) conventional phenotypic techniques, (2) genomovar-specific PCR with subsequent
melting curve analysis of PCR products, (3) pyrosequencing and (4) MALDI-TOF MS. In this
part, 28 clinical isolates previously identified as Burkholderia cepacia complex were
analyzed. As expected, conventional phenotypic techniques were unable to differentiate the
genomovars, however, pyrosequencing failed to do so as well. On the contrary, PCR-HRMA

of the recA gene and MALDI-TOF MS achieved complete resolution of genomovars.

The third part of the study focused on species identification of Streptococcus milleri

group (SMG) bacteria. Semi-selective McKay agar was used for SMG recovery. Real-time



PCR and nested PCR were used to differentiate the members of Streptococcus milleri group.
In both cases, the PCR products were subjected to melting analysis. The techniques were

tested on 40 isolates of Streptococcus milleri group bacteria.
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1. UvoD

Cilem mikrobiologickych laboratofi je zjistit sloZzeni bakterialni flory ve vzorku,
rozpoznat etiologické agens a posoudit jeho mozny podil na onemocnéni pacienta
(Greatorex a kol., 2014). Pro identifikaci mikroorganismd jsou pouzivany fenotypové
a genotypové metody. Fenotypové metody jsou zaloZzené na analyze fyziologickych
a biochemickych vlastnosti, které jsou uréeny vzajemnym puasobenim genotypu a prostiedi.
Genotypové metody jsou zaloZzené na analyze nukleovych kyselin, pfipadné protein( (Zaidi
a kol., 2003). Tyto metody zaznamenavaji rozSifeni od roku 1953, kdy byla popséana
struktura DNA Watsonem a Crickem. Ziskané poznatky vedly k rozvoji oblasti molekularni
biologie, kterd v poslednich letech nachazi uplatnéni také v mikrobiologii. Na zakladé toho je
mozné rozdélit vyvoj lékarské bakteriologie do dvou fazi, (1) pre-molekularni
a (2) molekularni. Tato oblast také pfispiva k porozuméni interakce mezi prostiedim,

hostitelem a mikroorganismem (Sussman, 2001).

1.1  Metody identifikace bakterii

Metody pouzivané pro identifikaci bakterii by mély splfiovat urCitd kritéria jako je
reprodukovatelnost, citlivost, rozliSovaci schopnost a snadnost interpretace (Nielsen a kol.,
2000). K prukazu etiologického agens v mikrobiologii jsou k dispozici metody pfimé, kdy je
pfimo prokazovana pfitomnost mikroba, a nepfimé, kdy je prokazovana reakce hostitelského

organismu na pFitomnost mikroba, typicky tvorba protilatek.

Jiny pohled déli pouzivané metody na fenotypové a genotypové. Fenotypové metody
detekuji vlastnosti vyjadirené bakteriemi ve fenotypu, napf. morfologii kolonii a bunék,
metabolickou aktivitu. Genotypové metody zahrnuji analyzu DNA, RNA a proteint (Arbeit,
1995).

Morfologicka struktura bunék mikroorganismu neni dostate¢né variabilni a vétSinou je
nedostate¢na pro konecnou identifikaci. Pro podrobnéjsi posouzeni fenotypu je proto nutna
kultivace, tzn. umeélé pomnozeni bunék bakterii na kultivaénich padach. Cilem kultivace je
také ziskani Cisté kultury z vySetfovaného vzorku pro dalSi analyzy (Reischl, 2006).
Nedostatky fenotypovych metod vyplfiuji genotypové metody, které Casto také umoZzZuji
detekci urcitého infek&niho agens i pfimo z klinického materialu, tedy bez potfeby kultivace
(Greatorex a kol., 2014; Zaidi a kol., 2003; Tang a kol., 1998).
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1.1.1 Fenotypové metody identifikace bakterii

V' mikrobiologickych laboratofich je stale hojné uzZivana kultivace. Problémem zde
muZe byt pomalé mnoZeni bakteridlnich bunék nebo poZadavek na specifické kultivacni
podminky. Ke kultivaci nékterych obtizné kultivovatelnych mikroorganisma, coZ jsou zejména
intracelularni parazité, napf. chlamydie, rickettsie a viry, je vyuzivano experimentélnich

zvirat, kufecich embryi nebo tkanovych kultur.

Narostla kultura poskytuje material pro fenotypovou analyzu (Tabulka 1), kterd je

zaloZzena na rozpoznani rozdild v morfologii kolonii a bunék, fyziologii, ristu, enzymatické

aktivité a dalSich faktorech, napf. na zakladé pfitomnosti inkluzi a citlivosti k antibiotikim.
K identifikaci bakterii slouzi tedy také zjistovani jejich fyziologickych vlastnosti pomoci
biochemickych testll, které detekuji pfitomnost aktivity rlznych enzymd. Z fyziologickych
vlastnosti se studuje vztah ke kysliku, teploté, pH, schopnost tolerance NaCl, vyuziti zdroju
uhliku a dusiku. VétSina fenotypovych vlastnosti je dana metabolismem Zivych a rostoucich
bunék (leven a kol., 2004; Reischel, 2006).

Tabulka I: Pfehled vybranych fenotypovych metod

Metody Vyhodnoceni
mikroskopie hodnoceni morfologie bunék
biochemickeé testy hodnoceni metabolické aktivity bunék

Konven éni

. ) . rozliSeni dle reakce antigennich
fenotypové | sérotypizace )

determinantll a specifické protilatky
stanoveni citlivosti vici hodnoceni na zékladé citlivosti vUCi
antibiotikim antibiotikim

hodnoceni vysledku analyzy protein(
Molekularn é- na gelu a reakce s protilatkou na blotu

biologicke . , hodnoceni na zakladé porovnani
hmotnostni spektrometrie -
spekter s databazi

elektroforeticka typizace protein(

Upraveno podle Reischl (2006); O’Hara (2005) a Zaidi a kol. (2003).

1.1.1.1 MALDI-TOF MS

Od zacéatku 80. let se hmotnostni spektrometrie (MS, Mass Spectrometry) jevi jako
vhodny robustni nastroj pro analyzu proteini a v poslednich letech zaznamenava aplika¢ni

rozmach také v mikrobiologii pro identifikaci bakterii. UmoZzhuje identifikaci Cisté kultury,
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ziskané kultivaci, v nékterych pfipadech i pfimo z klinického vzorku. Vysledek je znam tentyz

den, nebo druhy den pokud je nutn& kultivace (Carbonnelle a kol., 2011).

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemickd metoda, ktera stanovuje hmotnosti
molekul po jejich pfevedeni na ionty. Podstatou je separace iontl produkovanych iontovym
zdrojem na zakladé jejich efektivni hmotnosti (m/z, kde ‘'m” znaci hmotnost iontu a "z’
nabojové €islo) a nasledna detekce iontd detektorem. Vzorek je po smichani s matrici
vykrystalizovan a nasledné ionizovan pulznim laserem, kdy nejdfive dojde k ionizaci molekul
matrice, které pak ionizuji molekuly vzorku pfenosem protonu z matrice. lonizované castice
pak vyleti ze vzorku a je méfena rychlost (Cas) jejich letu do okamZzZiku jejich dopadu

na detektor.

Méfeni probiha v linearnim nebo reflektorovém maédu. Pfi linearnim médu je drdha
letu pfima a jsou analyzovany proteiny. P¥ireflektorovém maodu je draha letu prodlouZzena
pomoci reflektorového iontového zrcadla a slouzi pro analyzu peptidd. Technika je nazyvana
MALDI-TOF MS, tj. matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass
spectrometry. ldentifikace je potom zaloZena na porovnani ziskaného hmotnostniho spektra
s rodové/druhové specifickymi piky spekter v databazi (Sauer a Kliem, 2005; Valentine
a kol., 2005; Keys a kol., 2004; Vaidyanathan a kol., 2002).

1.1.2 Genotypové metody identifikace bakterii

Genotypové metody jsou zaloZzené na studiu nukleovych kyselin, a proto jsou
na rozdil od fenotypovych metod méné citlivé ke zménam Zivotnich podminek. Hlavni
aplikace téchto metod v mikrobiologii se nachazeji ve tfech oblastech: (1) detekce
pfitomnosti mikroorganismu, (2) druhova identifikace a (3) typizace (Belkum, 2003; Zaidi
a kol., 2003). Kromé toho jsou genotypové metody vyuZitelné také v ramci epidemiologickych

studii a pfi detailnéjsi analyze genotypu (Alfaresi a Elkosh, 2006).

Genotypové metody (Tabulka 1) jsou v prvnim kroku zaloZzené bud na amplifikaci,
nebo hybridizaci. Principem polymeradzové fetézové reakce (PCR) je opakujici se
enzymaticka syntéza novych fetézcl vybranych Usekl DNA, ke které dochazi po nasednuti
dvou primerq, vazicich se na protilehlé fetézce DNA tak, Ze jejich 3"OH-konce smérfuji proti
sobé (Kubista a kol., 2006; Mackay a kol., 2002). Po amplifikaci nebo b&hem ni je mozno
amplifikovanou sekvenci podrobnéji analyzovat ato napf. elektroforeticky, hybridizaci se

sondou nebo sekvencovanim (Olive a Bean, 1999).
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Technika PCR je vhodna pro amplifikaci molekul DNA, diagnostiku infek&nich,
pfipadné genetickych, onemocnéni (napf. mutaci genu), detekci antimikrobiélni rezistence

(detekce genu rezistence) a mikrobiologickou diagnostiku (Louie a kol., 2000).

Tabulka Il: Pfehled vybranych genotypovych metod

Metoda Popis

béhem postupného zahfivani amplikont
dochazi k tani dsDNA, uvolriovani barviva
a k poklesu fluorescence

HRMA
(High resolution melting analysis)

typ PCR, kdy dochazi k nahodné
amplifikaci fragment( templatové DNA
pomoci jednoho kratkého primeru

RAPD
(Random amplified polymorphic DNA)

amplifikace razné velkych fragmentli DNA
nekddujicich repetitivnich sekvenci (38 bp
se Sesti degenerovanymi pozicemi
a variabilni smy¢kou o délce 5 bp mezi
konci palindromatické sekvence)

Rep-PCR
(Repetitive extragenic palindromic-PCR)

metoda kombinuje PCR a Stépeni
restrikéni endonukledzou pro ziskani
specifickych restrikénich fragmentl

AFLP
(Amplified fragment length polymorphism)

RFLP charakterizace DNA pomoci Stépeni
(Restriction fragment length polymorphism) restrikénimi endonukleazami

PEGE metoda pro separaci velkych molekul

(Pulsed-field gel electrophoresis) DNA v ev'e!“”Cke".‘ poJl, I_<dy S€ smer
proudu méni v pravidelnych intervalech

sekvencovani DNA zjiStovani poradi nukleotidt v DNA

Upraveno podle Trtkova a Raclavsky (2006), Olive a Bean (1999), Dijkshoorn a kol. (1996).

Hybridizacni metody, zastoupené napf. FISH (Fluorescence in situ hybridization),
jsou zaloZené na hybridizaci dvou navzajem komplementarnich jednoretézcovych molekul
DNA (ssDNA) nebo RNA (ssRNA), kdy jedna je znacend (napf. fluorescen¢né) a slouZzi jako
sonda k detekci specifické sekvence ve druhé molekule, napf. v cytologickych preparéatech,
biofilmech, sedimentech a vzorcich vod. V mikrobiologii je tato metoda vyuZitelna jen pro

druhovou identifikaci, nikoli pro typizaci.

Pro genetickou analyzu je nejCastéji vyuzivana ribozomalni DNA (rDNA), tj. geny
pro ribozomalni RNA (rRNA), napf. 16S rDNA. Molekuly rRNA jsou dullezité pro bunéény
rist, funkce a preziti organismu. Oblast 16S rDNA genu obsahuje devét variabilnich oblasti
oznacenych V1-V9, kde kazda je lemovana vysoce evolu¢né konzervovanymi sekvencemi,

které jsou optimalni pro navrh primert (Chakravorty a kol., 2007; Amann a kol., 1997).
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DalSi vyuzivanou oblasti je 23S rDNA a jiné evoluéné konzervované geny, napf. hsp65
a gyrB (Reischl, 2006).

Pro epidemiologické studie je dulezitd identifikace aZz na uroven kmenu. Nejcasté&ji
pouzivanymi technikami pro tento ucel jsou RAPD, Rep-PCR, AFLP, PFGE, RFLP
a sekvencovani, zastoupené metodou multilokusové sekvenéni typizace (MLST) (Belkum,
2003; Olive a Bean, 1999).

Genotypové metody maji spole€nhou schopnost rozliSeni nizSich taxonomickych
postupem je sekvencovani vhodnych oblasti. V principu jde o asymetrickou PCR, zaméfenou
na specifickou oblast, kdy je amplifikovan jen jeden Fetézec, nasledné se standardné
pokraCuje precisténim, sekvenalni reakci a kapilarni elektroforézou v polyakrylamidovém

gelu.

Tradi¢ni sekvenatory funguji na zakladé dideoxy metody (Sangerova metoda),
kdy vlioZeni dideoxynukleotidu (ddNTP) zakon¢i prodluZzovani fetézce, produkty jsou tfidény
v gelu a ziskané vysledky jsou vyhodnoceny pomoci specializovaného softwaru (Sanger
akol., 1977; Chen, 2014). Méné nakladnou a pro ucely mikrobiologické identifikace
atypizace dostacujici technikou je pyrosekvencovani (viz 1.1.4), jedna z technik

sekvencovani nové generace (Maiwald, 2004).

1.1.3 Analyza tani s vysokym rozliSenim

Analyza tani s vysokym rozliSenim (High resolution melting analysis, HRMA) je
vysoce citivh a rychla technika, slouzici zejména k detekci jednonukleotidovych
polymorfisma (SNPs, Single nucleotide polymorphism). Vysokého rozliSeni je dosazeno
pomoci tzv. DNA saturujicich barviv (napf. LCGreen). Pro spravnou detekci studovanych

MriLviv s

a Blackett, 2007; Hermann a kol., 2006).

Analyza ma i nékolik limitujicich faktor(. Spravny prubéh zavisi na dobfe provedené
specifické PCR, pouZité instrumentaci a saturujicim barvivu. Fluorescenéni barvivo se mlze
navazat na jinou nez zkoumanou molekulu dsDNA, napf. na primerové dimery. VSechny
sloZzky PCR smési, jejich koncentrace a zmény teploty maji vliv na tvar kfivky tani a absolutni
pozici a Sifku piku derivované kfivky tani. Nejvhodnéjsi délkou sekvence pro analyzu tani je
400 bp (Wittwer, 2009; Hermann a kol., 2006).

16



Béhem postupného zahfivani dochazi k “tani” dsDNA produktu PCR a nasledkem
toho k uvolfovani interkalovaného barviva a poklesu fluorescence. Sekvenéni varianty jsou
detekovany jako zmény profilu kfivky tani, ktera je ziskana monitorovanim zminéné
vyzafované fluorescence (Vossen a kol., 2009; Wittwer, 2009; deSilva a Blackett, 2007;
Montgomery a kol., 2007). Prubéh kfivky tani konkrétni molekuly DNA zavisi na jeji délce
a sekvenci. Proces denaturace lIze také charakterizovat tzv. teplotou tani (Melting
temperature, Tm), kterd je definovana jako teplota, kdy je pravé 50 % pfitomnych molekul
dsDNA ve formé ssDNA (Vossen a kol., 2009; Reischl, 2006).

Ziskand data jsou zpracovana pomoci pocitatového programu. Porovnanim
ziskanych normalizovanych kfivek tani, respektive profili tani (Obrazek 1A), nebo srovnanim
poloh pikll v derivovanych kfivkach (Obrazek 1B) je mozné provést rozliSeni a identifikaci
amplifikovanych molekul DNA (Wittwer, 2009; Erali a kol., 2008).
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Obrazek 1: Kfivky tani: A) normalizované kfivky tani, B) derivované kfivky tani, vypoctené

jako zaporné derivace fluorescence na teploté (-dF/dT)

Upraveno podle Erali a kol. (2008).

Technika HRMA je v klinickych laboratofich zpravidla pouzivana pro rychlou detekci
pfitomnosti variant gent, napf. mutace v genu MTHFR, ktery kdéduje methylentetrahydrofolat
reduktdzu, kterd hraje roli v pfeméné homocysteinu na methionin. Pfi poruSe nebo
nedostatku tohoto enzymu dochézi k porucham srazZlivosti krve (Sinthuwiwat a kol., 2008).
Jinym pfikladem je detekce mutaci v genu K-ras, ktery je soucéasti signélni kaskady EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor) a koduje protein s GTP-azovou aktivitou a ucastni se

pfenosu signalu od aktivovaného receptoru do jadra bunky (Krypuy a kol., 2006).
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1.1.3.1 Aplikace analyzy tani v mikrobiologii

PCR-HRMA je Casto pouzivana pro (1) identifikaci mikroorganismu, (2) genotypizaci
mikrobialnich druht a (3) detekci genotypovych variant, které vedou ke vzniku rezistence
k antimikrobialnim latkdm. PFi identifikaci druh( se nejCast&ji pouzivdA HRM analyza

ribozomalnich genu (Tong a Giffard, 2012).

V rdmci studie Wong a kol. (2014) byla vyvinuta PCR-HRMA pro identifikaci péti
nozokomialnich bakterialnich patogen (Acinetobacter baumannii, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa a meticilin rezistentni Staphylococcus
aureus). Primery byly zacileny na druhové specifické oblasti tak, Ze charakteristicka teplota

tani umoznila spolehlivou identifikaci.

Pouzitelnost HRMA pro identifikaci Kklinicky vyznamnych bakterii je mozné
demonstrovat také na studiich Yang a kol. (2009), Cheng a kol. (2006) a Klaschik a kol.
(2004), které se zabyvaly analyzou tani 16S rDNA, ktera umoZnila pfimo identifikovat
bakterialni rod nebo druh, pfipadné byla pouZzita fluorescenéné znacena sonda. Klaschik
a kol. (2004) vyuZzivali dvou sond, jedné specifické pro produkty ziskané amplifikaci oblasti

u grampozitivnich a druhé u gramnegativnich bakterii.

Studie Jeng a kol. (2012) se zabyvala srovnanim identifikace bakterii z hemokultur
pomoci PCR s naslednou analyzou tani (PCR-HRMA) a hmotnostni spektrometrie s ionizaci
elektrosprejem (PCR-ESI-MS). Autofi identifikovali celkem 70 bakterialnich kultur
nélezejicich k druhm: Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, E. cloacae,
Enterococcus faecalis, E. faecium, Escherichia coli, Fusobacterium varium, Haemophilus
influenzae, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Morganella morganii, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus sp., Streptococcus agalactiae,
S. pyogenes a S. viridans. Pfiidentifikaci na aroven rodu byly |épe hodnoceny vysledky
ziskané metodou PCR-ESI-MS. Naopak pfi podrobnéjsi identifikaci, az na Uroven druhu,
vykazovala vétSi spolehlivost identifikace metoda PCR-HRMA. Spolehlivost identifikace

na aroven rodu a druhu pomoci PCR-HRMA a PCR-ESI-MS je srovnana v Tabulce lll.

Pfedchozi text demonstroval vyuZziti PCR-HRMA pro identifikaci bakterii, ale tato
metoda ma také vyuZiti u kvasinek a virld. Costa a kol. (2010) se zabyvali genotypizaci
Candida albicans pomoci PCR s naslednou analyzou tani s vysokym rozliSenim (HRMA)
a pomoci délkového polymorfismu mikrosatelitd. Epsy a kol. (2006) pouzili PCR-HRMA
s vyuzitim hybridizaénich sond FRET a molecular beacon pro identifikaci rozliSeni typu viru
Herpes simplex 1 a 2 (HSV-1 a HSV-2).
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Tabulka lll: Srovnani spolehlivosti identifikace rodu/druhu 70 bakterialnich kultur pomoci
PCR-HRMA a PCR-ESI-MS

PCR-HRMA | PCR-ESI-MS
pocet identifikovanych izolatl 63 66
Identifikace rodu spolehlivost [%0] 90,0 94,3
na drove A pocet identifikovanych izolatd 63 60
druhu spolehlivost [%0] 90,0 85,7

Upraveno podle Jeng a kol. (2012).

HRM analyza byla také pouzita k detekci variant genl spojenych s rezistenci
k antimikrobnim  latkam. Prfikladem mu0ze byt testovani rezistence Mycobacterium
tuberculosis, kdy bézné difizni metody jsou ¢asové narocné. Pro léCbu tuberkul6zy (TBC) se
pouziva rifampicin, chinolony a isoniazid. HRM analyza je vtomto pfipadé zaloZena
na detekci mutace v genech rpoB (pro rezistenci k rifampicinu), gyrA (pro rezistenci
k chinoloniim) a katG a promotoru mabA-inhA (pro rezistenci k isoniazidu). Specifita HRMA
byla 98-100 % a vétSina faleSné pozitivnich vysledkl byla zplsobena synonymni mutaci,

kterd ovSem nema vliv na citlivost, respektive vznik rezistence (Chen a kol., 2011).

Z uvedenych poznatkl a studii vyplyva, Ze technika analyzy tani s vysokym
rozliSenim je v oblasti mikrobiologie v principu pouZitelna pro detekci a identifikaci Klinicky
vyznamnych druhl bakterii, kvasinek a virQ, ale je potfebné si uvédomit nutnost zaméreni

na urcitou skupinu bakterii pro dosazeni dostate¢né specifickych vysledku.

1.1.4 Pyrosekvencovani

Pyrosekvencovani je neelektroforeticka metoda sekvencovani DNA, kterd vyuzZiva
syntézy komplementéarniho viakna pomoci DNA polymerdzy. Princip syntézy byl poprvé
popsan v roce 1985 a je zaloZzen na postupném pfidavani nukleotid k templatové DNA dle
komplementarity (Nyrén, 1987; Melamede, 1985). Opira se o real-time detekci pyrofosfatu
(PPi) uvolnéného po pfidani a inkorporaci znamého nukleotidu v pribéhu syntézy DNA
za UCasti DNA polymerazy. Jeden cyklus trva asi jednu minutu a zahrnuje kaskadu Ctyf
enzymatickych reakci provadénych v homogennim kapalném prostiedi (Wong a kol., 1991).
Tyto reakce jsou katalyzované Klenow fragmentem DNA polymerazy | (Klenow a kol., 1971),

ATP sulfurylazou (Segel a kol., 1987), luciferazou (Deluca, 1976) a apyrazou (Komoszynski
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a Wojtzak, 1996). Reakéni smés obsahuje nukleotidy, sekvenacni primer, templatovou DNA,
zminéné enzymy a také substraty adenosin fosfosulfat (APS) a luciferin. Jako templat je
pouzit PCR produkt, kdy je jeden primer pro PCR znacen biotinem, ktery umozZzriuje

precisténi sekvenacniho templatu pomoci specifické reakce biotin-streptavidin.

DNA polymeraza katalyzuje inkorporaci urcitého nukleotidu od sekvena&niho primeru.
Po inkorporaci nukleotidu dojde k uvolnéni pyrofosfatu, ktery je pfeménén na ATP
za katalyzy ATP-sulfurylazy. Nasleduje luciferazova reakce vedouci k produkci fotonu
(svétla), kdy je luciferin oxidovan za Ucasti ATP. Nezabudované nukleotidy jsou degradovany

enzymem apyrazou (Obrazek 2) (Ahmadian a kol., 2006).

d'i'”’" dCTP
DNA templat 1 DNAtemplat — .pnt
primer ATCES _ priFfiEF ATCCAT
polymeraza polymeraza
\PPi
sulfurylaza ’/
/ ATP
luciferaza
T c G A
Pyrogram

Obrazek 2: Schématické znazornéni principu pyrosekvencovani

Upraveno podle Ahmadian a kol. (2006).

Yang a kol. (2014) se zabyvali urCovanim patogend u pacienta trpicich
bronchiektaziemi, kdy je ve 30-40 % pfipadl problém uréit patogena. K pyrosekvencovani
byl pouzit pfistroj 454 GS Junior. Metagenomicka analyza podala informace o sloZeni
bakterialni komunity ve vzorku. Vice nez polovina vzorkll obsahovala Pseudomonas
aeruginosa, coz se shodovalo s vysledky kultivace, ale bylo zjiSténo o dva dny dfive, coz ma

vyznam pro v€asnou diagnostiku a lé¢bu.
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Song a kol. (2014) se ve své studii zabyvali uréenim profilu patogend zpasobujicich
pyogenni jaterni absces (PLA) pomoci pyrosekvencovani 16S rDNA systémem 454 GS
Junior. Vysledky ukazaly, Ze 90% vzorkd punktatu z PLA obsahuje jeden nebo vice rodu
znamych bakterii, jako jsou Klebsiella, Fusobacterium, Streptococcus, Bacteroides,

Prevotella, Peptostreptococcus a blize nespecifikované zastupce Celedi Enterobacteriaceae.

Lin a kol. (2013) se ve své studii zabyvali detekci rezistence u Mycobacterium
tuberculosis, kdy bézné metody testovani citlivosti mohou trvat 4 tydny i déle. Vyvinuli test
zaloZzeny na pyrosekvencovani obsahujici 8 dil€ich stanoveni pro rychlou identifikaci
komplexu Mycobacterium tuberculosis a soubé&Zznou detekci mutaci spojenych s rezistenci.
Cely proces, od izolace DNA az po ziskani vysledkd, vyzadoval 6 hodin. Test byl schopen

rychle a pfesné detekovat mutace zpusobujici [ékové rezistence.

1.2  Chronicka obstruk €ni onemocn éni plic

Chronicka obstrukéni onemocnéni plic jsou charakterizovana ztizenym proudénim
vzduchu v dychacich cestach. Radime sem bronchiektazie (BE), cystickou fibrézu (CF)

a chronickou obstrukéni plicni nemoc (CHOPN).

Bronchiektdzie (BE) mohou byt ziskané nebo vrozené. U pacienta dochéazi
k abnormalnimu rozSifeni pradusek, ve kterych se hromadi hlen. Vrozena forma je dana
genetickym defektem pradusSkovych chrupavek, kdy defektni chrupavka neni schopna udrzet
trubicovity tvar pradusek, které se za¢nou vakovité rozSifovat. Ziskana forma je nasledkem
jinych chorob, napf. opakovanych zanétd plic, a to zejména v détském véku. Tato diagnoza
s sebou nese &etné komplikace, z nichZz nejzavaznéjsi jsou opakované infekce dychacich

cest (Keinstinen a kol., 1997).

Cysticka fibréza (CF), neboli mukoviscidéza, je vrozené multisystémové onemocnéni
charakterizované poruchou funkce Zldz s vnéjSi sekreci, produkujicich hlen v ramci
respiracniho a traviciho traktu, a potnich Zlaz. V burnkéach plic a stfev dochazi k poruse
transportu chloridovych iontl (CI) pfes buné€nou membranu a nasledné také k naruSeni
spravné regulace jinych iontovych kanalu. Vysledkem je akumulace chloridovych a sodnych
iontd mimo bunky. Akumulace téchto iontl vede k akumulaci hlenu v plicich, kde dochazi
k uzavirani bronchioll a nasledné k dychacim obtizim. V pfipadé stfevni formy CF dochazi
k zahuSténi sekretu slinivky bfiSni s naslednou ztratou produkce travicich enzymu, které je

nutné uméle dodavat. U muza dochazi k zahusténi semindlni tekutiny, uzavéru chamovodu
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a nasledné neplodnosti. Nemoc se projevi jen u jedinca, ktefi maji defektni variantu v obou
alelach genu kodujiciho chloridovy kanél epitelovych bunék (Cystic fibrosis transmembrane
regulator, CFTR), ktery je lokalizovan na chromozomu 7. Jde o recesivné homozygotné
dédi¢né onemocnéni.

Osoby trpici CF jsou nachylné k plicnim infekcim se Sirokym okruhem bakterialnich
puvodcu. Typickymi patogeny jsou Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae,
Pseudomonas aeruginosa, komplex Burkholderia cepacia a jiné gramnegativni
nefermentujici ty&inky, zahrnujici zejména Stenotrophomonas maltophilia a Achromobacter
xylosoxidans (Coyene a kol., 2005; Grody, 1999).

Chronicka obstrukéni plicni nemoc (Chronic obstructive pulmonary disease, CHOPN)
je onemocnéni charakterizované fadou symptoma, zejména bronchitidou a destrukci plicniho
parenchymu, kdy dojde k rozSifeni dychacich cest spojenému s destrukci stény bez
pfitomnosti fibrézy, nasledkem ¢ehoZz dojde k omezeni prutoku vzduchu v pridusnicich,
tji. k nevratné bronchidlni obstrukci. Jedna se tedy o postupné se zhor3ujici onemocnéni
dychaci soustavy, které se vyznacuje poskozenim plicni tkané. Vnitfnim rizikovym faktorem
je genetickad vybava a vnéjSimi faktory jsou koufeni cigaret, rizikova povolani, znecisténi
ovzdusi a opakujici se bronchopulmonalni infekce. Genetické pfi€iny se vyskytuji vzacnéji,
napr. geneticky defekt, ktery ma za nasledek nedostatek enzymu al-antitrypsinu, ktery hraje
roli pfi fyziologickeé opravé plicni tkané (Musil a kol., 2005;
http://www.britannica.com/EBchecked/topic/116147/chronic-obstructive-pulmonary-disease-
COPD).

1.3 Vybrané skupiny bakterii u lidi trpicich chroni  ckym obstruk énim

onemocn énim plic

Osoby trpici chronickym obstrukénim onemocnénim plic jsou nachylné k bakterialnim
infekcim, zejména nefermentujicimi gramnegativnimi ty€inkami. Mezi emergentni patogeny
jsou nové u cystické fibrézy fazeny streptokoky skupiny milleri (SMG, Streptococcus milleri
group), kde ma SMG podil na ¢asti bronchopulmonélnich exacerbaci (Parkins a kol., 2008).
V této praci jsme se zameéfili na podrobnéjSi charakterizaci nefermentujicich ty€inek rodu
Burkholderia a streptokok( skupiny milleri, proto je dale uveden podrobnéjSi pfehled jen

k témto vybranym skupinam patogenu.
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1.3.1 Gramnegativni nefermentujicity €inky

Rostouci vyskyt infekci zplsobenych zéstupci nefermentujicich gramnegativnich
ty€inek, zejména nélezZejici k rodim Burkholderia, Pseudomonas a Stenotrophomonas je
které znesnadnuji terapii (Endimiani a kol., 2002). Tato skupina bakterii se také vyznacuje

odolnosti vi¢i dezinfekénim prostfedkdm (Quinn, 1998).

Mellmann a kol. (2008) se ve své studii zabyvali detekci a identifikaci
nefermentujicich gramnegativnich tyc€inek u lidi trpicich CF. PCR byla zaméfena na 16S
rDNA gen a pak nasledovala identifikace pomoci MALDI-TOF MS (Matrix-assisted laser
desorption ionization-time-of-flight mass spectrometry). Nékolik studii (Reik a kol., 2005;
Coenye a kol., 2001; Henry a kol., 2001 a Whitby a kol., 2000) se zabyvalo identifikaci
gramnegativnich nefermentujicich ty€inek, hlavné komplexu Burkholderia cepacia
ve vzorcich pochazejicich od pacienta trpicich CF, a to pomoci fenotypovych testu,
enzymoveé analyzy, AFLP, RFLP, analyzy mastnych kyselin a PCR s primery zacilenymi

na gen recA.

1.3.1.1Komplex Burkholderia cepacia

Z gramnegativnich nefermentujicich tyCinek je zajimava Burkholderia cepacia,
ktera byla poprvé popsana roku 1949 jako puvodce hniloby cibulovitych rostlin a teprve
pozdéji, v padesatych letech 20. stoleti, jako oportunni lidsky patogen zpUsobujici
nozokomialni infekce. Zavaznost infekce spociva v priméarni rezistenci na vétSinu antibiotik

a ve snadném Sifeni mezi pacienty.

Problém konvenc¢ni identifikace Burkholderia cepacia spoCiva v existenci nékolika
geneticky pfibuznych druhd, tzv. genomovarud. V sou¢asné dobé je znamo 17 genomovarU
souhrnné oznacovanych jako komplex Burkholderia cepacia (Tabulka V), které maji rizny
epidemiologicky vyznam a patogenni potencial (Henry a kol., 1997; Mahenthiralingam a kol.,
1996). Nékteré soucasné genomovary byly plvodné identifikovany jako samostatné druhy,
napf. B. multivorans popsana v roce 1959 Morisem a Robertsem, ale pojmenovand az v roce
1966 (Stanier a kol., 1966). Do roku 2005 bylo uréeno 10 genomovarl (Reik a kol., 2005)
aza poslednich 10 let bylo popsano dalSich 7 genomovaru

(http://bcem.belspo.be/index.php). Na zakladé fylogenetické podobnosti genu recA jsou
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u genomovaru lll rozliSovany Ctyfi podtypy oznaované A, B, C a D (Vandamme a kol., 2003)

z nichz se nejcastéji vyskytuji podtypy A a B (Holden a kol., 2009; Correia a kol., 2008).

Tabulka IV: Seznam genomovarud komplexu Burkholderia cepacia

Genomovar Binomicky nazev
I B. cepacia
I B. multivorans
i B. cenocepacia
Y B. stabilis
\Y B. vietnamiensis
VI B. dolosa
i B. ambifaria
VI B. anthina
IX B. pyrrocinia
X B. ubonensis
Xl B. latens
Xl B. diffusa
Xl B. arboris
XV B. seminalis
XV B. metallica
XVI B. lata
XVII B. contaminans

PFevzato z http://bccm.belspo.be/index.php; http:/imww.Img.cz/index.php?kategorie=2&lang=cze&text=10.

NejCastéji se v klinickém materialu vyskytuji genomovary 1, 1l alll. Nejvétsi
komplikace, tedy zhorSeni funkce plic a tzv. “cepacia syndrom’, jsou zpusobovany
genomovarem lll. Zastupci komplexu Burkholderia cepacia byvaji nejCastéji diagnostikovani
u imunokomprimovanych pacientd a u pacientd trpicich cystickou fibr6zou. Zavaznost
infekce je podminéna vyskytem primarni rezistence k vétsiné pB-laktamovych antibiotik a takeé

v

tim, Ze se mGzZe mezi pacienty snadno Sifit, coz méa velky epidemiologicky vyznam.

24



Z popsanych 17 genomovaru je z epidemiologického hlediska i co se patogenity tyce
nejvyznamnéjSich prvnich pét genomovarud. Ur€eni genomovaru ma vyznam zejména
z epidemiologického hlediska, kdy je sledovano Sifeni kmenl mezi pacienty. Fenotypové
metody neumoZziuji identifikaci genomovart komplexu Burkholderia cepacia, ale pouze ur€i

prislusnost k tomuto komplexu (Zahariadis a kol., 2003; Coyene a kol., 2001).

Mahenthiralingam a kol. (2000) pouzili k identifikaci 35 izolatl nalezZejicich
ke komplexu Burkholderia cepacia: (1) RFLP analyzu 16S rDNA s restrikéni endonukleazou
Haelll, (2) RFLP analyzu s univerzalnimi primery s restrikéni endonukledzou Haelll
a (3) genomovar-specifickou PCR zacilenou na gen recA. Analyza fragmentu 16S rDNA
neumoznila rozliSeni genomovara |, Il a IV, ale analyza fragmentu genu recA umoznila
rozliSeni genomovar | az V. Vramci zminéné studie byly navrzeny specifické primery
pro genomovary | az V, které dalsi autofi (Henry a kol., 2001; Dfevinek a kol., 2002; Reik
a kol., 2005; Hanulik a kol.,, 2013) pfevzali a validovali vysledky ziskané ve studii
Mahenthiralingam a kol. (2000).

1.3.2 Skupina Streptococcus milleri

Skupina Streptococcus milleri (Streptococcus milleri group, SMG), oznaCovana nékdy
také jako skupina Streptococcus anginosus (Streptococcus anginosus group, SAG), zahrnuje
druhy S. anginosus, S. intermedius a S. constellatus, které maji podobné hemolytickeé,
sérologické a fyziologické vlastnosti (Whiley a kol., 1991; Verall, 1986). Dnes jsou tyto
streptokoky znamy jako etiologicka agens ruznych hnisavych infekci, ale kvdli svym
heterogennim morfologickym charakteristikAm (anhemolytické i viridujici) mohou byt
v diagnostice opomenuty nebo chybné identifikovany (Ruoff, 1988). Jejich jedinecnou
vlastnosti, kter4 je odliSuje od jinych patogennich streptokokd, napf. S. pyogenes
a S. agalactiae, je jejich schopnost zplUsobovat abscesy (Rashid a kol., 2007; Gossling,
1988).

Nedavno byli zastupci SMG popsani také jako puavodci bronchopulmonalnich
exacerbaci u pacientl trpicich cystickou fibr6zou. Rutinni detekce je omezena, a proto byl
vyvinut McKay agar pro semi-selektivni izolaci druht této skupiny (Sibley a kol., 2010). DalSi
moznosti izolace je semi-selektivni krevni agar obsahujici nalidixovou Kkyselinu
a sulfametazin, tzv. NAS agar, kdy nasledna kultivace probih&4 za anaerobnich podminek
(Waite a kol., 2011). Je také vyvinuto nékolik PCR systému pro detekci a identifikaci SMG
(Olson a kol., 2010; Jacobs a kol., 1996).
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2.

CILE PRACE

Cilem pfedloZzené doktorské disertacni prace bylo:

Pribézné shromazdovat primarni izolaty bakterii pochazejici z klinickych vzorku
z hornich a dolnich cest dychacich od pacient trpicich bronchiektaziemi, cystickou

fibrézou nebo chronickou obstrukéni plicni nemoci.

Ziskané bakterialni izolaty identifikovat pomoci konven&nich mikrobiologickych metod,
MALDI-TOF MS, PCR-HRMA a pyrosekvencovani.

Vysledky identifikace pomoci pouZitych metod mezi sebou srovnat a vyhodnotit jejich

citlivost a specifitu.

Zhodnotit potencidl pouziti PCR-HRMA v rutinni identifikaci se zaméfenim

na gramnegativni nefermentujici ty€inky.

Aplikovat PCR-HRMA pro genomovarizaci komplexu Burkholderia cepacia.

Srovnat nékolik systémi PCR s néaslednou analyzou téani pro identifikaci a rozliSeni

streptokokd skupiny milleri.

26



3. MATERIAL A METODY
3.1 Material

Do studie bylo zahrnuto 1140 bakterialnich izolatli, které byly ziskany z 292 vzorku
sput a 110 vytérd z nosu a krku od 126 pacientt v péci Kliniky plicnich nemoci a tuberkul6zy
a Détské Kliniky Fakultni nemocnice Olomouc, trpicich bronchiektaziemi (BE), cystickou
fibrézou (CF) nebo chronickou obstrukéni plicni nemoci (CHOPN). Izolaty byly ziskavany
vramci rutinniho provozu Ustavu mikrobiologie Lékafské fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci a Fakultni nemocnice Olomouc v obdobi od €ervna 2012 do Cervna 2014.
Tyto izolaty byly v ramci rutinniho provozu identifikovany pomoci konvenénich fenotypovych
metod a nasledné ulozeny do sbirky klinickych izolatd bakterii Ustavu mikrobiologie. 1zolaty
byly déle podrobeny identifikaci pomoci MALDI-TOF MS, PCR-HRMA a pyrosekvencovani.
Seznam pouzitych chemikalii, roztokd, reagencii a pfistrojového vybaveni je uveden

v Priloze I.

Pro validaci PCR-HRMA pro rozliSeni genomovard komplexu Burkholderia cepacia
byly pouzity referenéni kmeny (Tabulka V) z belgické sbirky BCCM/LMG (Belgian
Coordinated Collections of Microorganisms/Laboratory for Microbiology of the Faculty

of Sciences of Ghent University) v Gentu.

Tabulka V: Referenéni kmeny pro validaci PCR-HRMA pro rozliSeni genomovart komplexu

Burkholderia cepacia

Druhové pojmenovani Genomovar Sbirkove €islo
BCCM/LMG
Burkholderia cepacia I LMG 1222
Burkholderia multivorans Il LMG 13010
Burkholderia cenocepacia | Ill podtyp B LMG 16656
Burkholderia stabilis \Y LMG 14294
Burkholderia vietnamiensis | V LMG 10929
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3.2  Kultivace bakterii

Klinické vzorky byly primokultivovany na: (1) Columbia krevnim agaru (Columbia agar
with sheep blood — 5 %, CBA, PB5008A, Oxoid), (2) selektivni padé pro burkholderie
(Burkholderia cepacia agar, BCA, PO0938A, Oxoid), (3) McKay agaru pro SMG (Sibley
a kol., 2010; pfipraveno na zakazku, Oxoid) a (4) na selektivhim ¢okoladovém agaru
s bacitracinem a Vitoxem pro hemofily (Haemophilus selective agar — Chocolate agar with
Vitox and bacitracin, HAEM, PO5097A, Oxoid) ve vihké komurce v inkubatoru pfi 37 °C
(CBA, HAEM, McKay) nebo 30 °C (BCA) po dobu aZz 10 dni. Suspektni bakterialni kolonie
studovanych patogent byly subkultivovany na CBA nebo ¢okoladovém agaru s Vitoxem
(Chocolate agar with Vitox, CHOCV, PO5090A, Oxoid) auloZzeny v kryozkumavkach
(kryobanka, ITEST) pfi-80 °C.

3.3 MALDI-TOF MS

Analyza pomoci MALDI-TOF MS byla provadéna na pfistroji Microflex od firmy Bruker
podle manualu vyrobce za pouZiti matrice HCCA (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid, Sigma-
Aldrich). Matrice HCCA byla resuspendovéana v 1 ml standardniho solventu (acetonitril 50 %,
voda 47,5 % a trifluoroctova kyselina 2,5 %) dle pokynd vyrobce a nasledné vortexovana
dokud nebyl roztok Ciry. Takto pfipravena matrice byla pouzivana do vyCerpani. Na pozici na
destiCce z leSténé oceli byl nanesen biologicky materiél, tj. bakterialni kultura. Pokud se
jednalo o mukoidni nebo opouzdieny kmen, byl pro zlepSeni vysledku identifikace naneseny
vzorek prevrstven 0,75 ul kyseliny mravenci, ktera naruSuje bunécnou sténu a extrahuje
proteiny z buné&ného obsahu. Naneseny vzorek byl poté vZdy prevrstven 0,75 pl roztoku
matrice. Po zaschnuti bylo provedeno méfeni systémem MALDI-TOF MS a identifikace
srovnanim ziskaného spektra s databazi typickych spekter pomoci softwaru MALDI Biotyper
3.0. Pravdépodobnost spravné identifikace je udavana pomoci skére. MALDI Biotyper skére
>2,0 oznacuje spolehlivé ur€eni rodu a pravdépodobnou identifikaci na Uroven druhu, skore

>1,7 a <2,0 udava pravdépodobnou identifikaci rodu.
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3.4  Konven €ni fenotypové metody a stanoveni citlivosti k antib iotik iim

3.4.1 Test na stanoveni aktivity oxidazy

Pro stanoveni aktivity oxidazy u gramnegativnich nefermentujicich bakterii byl pouzit
komercni OXltest (PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.0.). Na indika¢ni prouzek byla pomoci
bakterialni klicky rozetfena jedna bakterialni kolonie. V pfipadé zpozorovani rychlého
intenzivniho zmodrani byl vzorek vyhodnocen jako oxidadza pozitivni (N,N-dimethyl-1,4-
fenyldiamin a a-naftol vytvofi pfi kontaktu s oxidazou indolfenolovou modf), jinak byl vzorek

oxidaza negativni.

3.4.2 Biochemicka identifikace pomoci komer  €nich systém G

Komercéni systémy, tj. RaplD NF plus (Remel) pro identifikaci nefermentujicich
bakterii a RaplD STR (Remel) pro identifikaci streptokokl, obsahuji kompletni Fadu
biochemickych testt pro identifikaci urcité skupiny bakterii a poskytuji vysledek za 4 hodiny.
Soupravy byly pouZzity dle pokynu vyrobce. Po vyhodnoceni testl byla provedena identifikace
na zakladé pozitivity a negativity pomoci pocitaového programu ERIC. BlizSi specifikace
jednotlivych testl v panelu RaplD NF plus je uvedena v Pfiloze 1l a systému RaplD STR

v Priloze IlI.

3.4.3 Kilasifikace dle Lancefieldoveé

Klasifikace dle Lancefieldové u druhd skupiny Streptococcus milleri byla provedena
pomoci komeréni soupravy PathoDxtra Strep grouping kit (Thermo Scientific) dle pokynu
vyrobce. Byla pfipravena bakterialni suspenze a nasledné aglutinaci s protilatkou anti-A az F

stanovena pfislusna skupina.

3.4.4 Testovani hyaluronidazové aktivity

Aktivita hyaluronidazy u druhl skupiny Streptococcus milleri byla detekovana pomoci
tzv. dekapsulaéniho testu. V pfipadé, Ze izolat produkuje enzym hyaluronidazu, dojde
k rozkladu hyaluronanu v pouzdfe, ktery je produkovan druhem Streptococcus equi
(Andrysik a kol., 2004; Skalka, 1985).
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Na krevni agar byla nao¢kovana SirSi linie S. equi a kolmo k této linii byly ockovany
cary izolatd testované SMG izolaty tak, aby tyto ¢ary pronikaly 1-2 mm do linie S. equi.
Naockovand plotna byla kultivovana ve vihké komurce v inkubatoru s 5% CO, pfi 37 °C
po dobu 24 h. Jako pozitivni vysledek byla hodnocena makroskopicky viditelna zabrana

tvorby pouzdra v okoli kontaktu s ockovaci ¢arou testovaného izolatu SMG.

3.4.5 Detekce B-galaktosidazové aktivity

Pro stanoveni aktivity B-galaktosidazy u druht skupiny Streptococcus milleri byl
pouzit tzv. komeréni ONP test (Diagnostics s.r.0.). Byla pfipravena bakterialni suspenze
ve zkumavce, do které byl vioZzen detekéni prouzek. Néasledné byl vzorek inkubovan pfi
teploté 37 °C po dobu 24 h a poté vyhodnocen. Pokud bylo pozorovano Zluté zbarveni
tekutiny, byl testovany izolat hodnocen jako B-galaktosidaza pozitivni, protoZze doslo
ke Stépeni  bezbarvého substratu  orto-nitrofenyl-beta-galaktosidu  B-galaktosidazou

za uvolnéni zlutého orto-nitrofenolu.

3.4.6 Testovani citlivosti k antibiotik  tGm

Citlivost k antibiotikim u druhl skupiny Streptococcus milleri byla testovana diskovou
difizni metodou. Z 24 hodin staré kultury na krevnim agaru byla pfipravena suspenze
bakterialniho izolatu v MH (Mueller-Hinton) bujonu, ktera byla o¢kovana prelivem na povrch
krevniho agaru a nasledné byla nadbyte¢na tekutina slita. Po zaschnuti povrchu agaru byly
nakladeny disky napusténé standardnim mnoZstvim antibiotik a plotna byla kultivovana pfi
37 °C s pfidavkem 5% CO, v atmosféfe po dobu 24 hodin. Po inkubaci byl mé&fen pramér
inhibi¢nich z6n a na zakladé porovnani s hrani¢nimi hodnotami pro dané antibiotikum
(Tabulka VI) bylo zjisténo, zda je dany izolat rezistentni nebo citlivy. V pfipadé stanoveni
minimalni inhibi¢ni koncentrace penicilinu E-testem (benzylpenicilin 0,002-32 pg/ml) byla
jako hrani¢ni hodnota pouzita koncentrace 0,25 pg/ml, tzn. pfi hodnoté niz8i nebo rovné

0,25 pg/ml byl izolat hodnocen jako citlivy.
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Tabulka VI: Hrani¢ni hodnoty inhibi€nich zon v okoli diskd s antibiotiky, pouzivané pro rod

Streptococcus
Antibiotikum Hrani c[m r:?anta
penicilin (6 pg) 4
kontrimoxazol (sulfamethoxazol/trimethoprim 1,25/23,75 Q) 16
tetracyklin (30 ug) 19
cefepim (30 pg) 18
erytromycin (15 pg) 51
klindamycin (2 pg) 19

3.5 Izolace DNA

3.5.1 Izolace DNA komer €ni soupravou

Izolace DNA byla provadéna pomoci komeréni soupravy “GeneProof DNA isolation
kit' (GeneProof) podle doporuceni vyrobce. Jedna bakterialni kolonie byla sklizena
bakterialni klickou a suspendovana ve 200 ul deionizované vody v mikrozkumavce typu
Eppendorf o objemu 1,5 ml. K této suspenzi bylo pfidano 25 pl proteinazy K (koncentrace
22,2 mmol/l) a 200 pl pufru 3. Tato smés byla promichana vortexovanim a inkubovana 15
min pfiteploté 70 °C. Poté bylo pfidano 210 pl 96% etanolu, vzorek byl prenesen
z mikrozkumavky na kolonku umisténou v zachytné zkumavce a centrifugovan (11 000 g,
2 min). Kolonka byla prfenesena do nové zachytné zkumavky, bylo pfidano 500 ul
promyvaciho pufru a smés byla centrifugovana (11 000 g, 2 min). Kolonka byla pfenesena
do nové zachytné zkumavky, bylo pfidano 600 ul pufru 5 a smés byla centrifugovana (11 000
g, 2 min). Kolonka byla pfenesena do nové zachytné zkumavky a pomoci centrifugace
(11 000 g, 2 min) dosusena. Kolonka byla pfenesena do nové mikrozkumavky (1,5 ml), bylo
pfidano 100 pl predehfatého eluéniho pufru, smés byla inkubovana pfi pokojové teploté
1 min a centrifugovana (11 000 g, 2 min). Zachytnd mikrozkumavka se vzorkem eluované
DNA byla oznaCena (nazev, datum) a néasledné uloZena pfi -20 °C pro dalSi analyzy

(v naSem pfipadé pro pyrosekvencovani).
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3.5.2 lzolace DNA tepelnou lyzou

DNA izolovana tepelnou lyzou bakteridlnich bunék je méné Cista nez pfi pouziti
komerénich souprav, ale pro PCR-HRMA analyzu je dostadujici. Genomova DNA byla
izolovana z Cisté kultury kultivované na krevnim agaru. Pomoci bakterialni klicky byla
odebrana jedna bakteridlni kolonie, kter4 byla resuspendovdna v 50 ul autoklavované
destilované vody v mikrozkumavce typu Eppendorf o objemu 1,5 ml. Suspenze byla
inkubovana 10 min pfi teploté 90 °C a tfepani 440 rpm v tepelném bloku a néasledné
centrifugovana 2 min pfi 13000 g. Ziskany supernatant byl pfenesen do noveé
mikrozkumavky, ktera byla ozna¢ena (nazev, datum) a nasledné uloZena pfi -20 °C pro dalSi

analyzy.

3.6 PCR s naslednou analyzou tani

3.6.1 PCR-HRMA pro identifikaci bakterii

K identifikaci bakterii byla pouzita PCR s primery odvozenymi z 16S rDNA (Tabulka
VIl). Reakce byla provedena v objemu 15 pl a reakéni smés byla pfipravena podle Tabulky

VIII. PCR reakce byla provedena v termocykleru Bio-Rad CFX 96 (Bio-Rad) za podminek:
pocatecni denaturace 95 °C, 10 min

1. denaturace 95 °C, 20 s

2. hybridizace primerd (annealing), 53 °C, 30 s 30 cykld

3. prodluZovani primerd (extension), 72 °C, 30 s

kone&na extenze primerd, 72 °C, 7 min

PCR produkty byly bezprostfedné po skonéeni amplifikace podrobeny analyze tani
vrozmezi teplot 75-95 °C. Vysledky analyzy byly graficky zpracovany do podoby
derivovanych kfivek tani pomoci programového vybaveni Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad CFX
Manager V1.6.541.1028) v souladu s doporu¢enimi vyrobce a nasledné vyhodnoceny

na zakladé vizualniho porovnani poloh pikl v derivovanych kfivkach tani.
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Tabulka VII: Seznam primer0 pouzitych pfi PCR

. Sekvence Velikost PCR produktu
Primer , ; Reference
G5—-3) [bp]
Vif GYGGCGNACGGGTGAGTA A 81 Yang a kol.
Vir TTACCCCACCAACTAGC (2009)
Tabulka VIII: SloZzeni reakéni smési pro jednu PCR reakci
Reagencie MnozZstvi Pocéateéni Kone éna
9 [pl] koncentrace koncentrace
PCR-H,O 4,4 - -
PCR-mix 7,5 2% 1x
MgC|2 0,9 25 mM 1,5 mM
primer forward 0,1 100 uM 0,7 uM
primer reverse 0,1 100 uM 0,7 uM
DNA templat 20 nebylo méfeno

Poznamka: Byl pouzit kit LightCycler® 480 High Resolution Melting Master, ktery obsahuje FastStart Taq DNA
polymerazu, pufr, dNTP mix a High ResoLight high-resolution melting dye.

3.6.2 PCR-HRMA pro genomovarizaci komplexu Burkholderia cepacia

K identifikaci genomovard komplexu Burkholderia cepacia byla pouZzita specificka
PCR zacilen&a na gen recA s genomovar-specifickymi primery podle Mahenthiralingam a kol.
(2000) (Tabulka IX) s néaslednou analyzou tani PCR produktd. Reakce byla provedena
v objemu 20 pl, reakéni smeés byla pfipravena podle Tabulky X a nasledné prevrstvena 20 pl
PCR oleje (Top-Bio). PCR reakce byla provedena v termocykleru RotorGene Q (Qiagen)

za podminek:

pocate€ni denaturace 94 °C, 7 min

1. denaturace 94 °C, 30 s

2. hybridizace primera (annealing), 62 °C, 45 s 40 cykll
3. prodluzovani primerQ (extension), 72 °C, 60 s

konec&na extenze primeru, 72 °C, 7 min
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PCR produkty byly bezprostfedné po skonéeni amplifikace podrobeny analyze tani

vrozmezi teplot 55-95 °C. Vysledky analyzy byly graficky zpracovany do podoby

derivovanych kfivek tadni pomoci programového vybaveni RotorGene Q (Rotor-Gene Q

Series Software) v souladu s doporu€enimi vyrobce a néasledné vyhodnoceny na zakladé

vizuélniho porovnéani poloh pikd v derivovanych kfivkach tani.

Tabulka IX: Seznam genomovar-specifickych primer( pouzitych pfi specifické PCR

. Sekvence Velikost PCR produktu
Primer . . Genomovar
5 =3) [bp]

BCRG11 CAGGTCGTCTCCACGGGT

genomovar | 500
BCRG12 CACGCCGATCTTCATACGA
BCRBM1 CGGCGTCAACGTGCCGGAT

genomovar |l 710
BCRBM2 TCCATCGCCTCGGCTTCGT
BCRG3A1 | GCTCGACGTTCAATATGCC | genomovar i, 280
BCRG3A2 | TCGAGACGCACCGACGAG | podtyp A
BCRG3B1 | GCTGCAAGTCATCGCTGAA | genomovar Ill, 60
BCRG3B2 | TACGCCATCGGGCATGCT podtyp B
BCRG41 ACCGGCGAGCAGGCGCTT

genomovar IV 650
BCRG42 ACGCCATCGGGCATGGCA
BCRBV1 GGGCGACGGCGACGTGAA

genomovar V 380
BCRBV2 TCGGCCTTCGGCACCAGT

Tabulka X: SloZeni reakéni smési pro jednu PCR reakci

Reagencie Mn[OjITtVI' Poééateéni koncentrace | Kone éna koncentrace
PCR-H,0O 14,24 - ;
DNA pufr-kompletni 2,0 10x 1x
LCGreen™ Plus* 1,0 10x 0,5x
dNTPs 0,16 25 mM 0,2 mM
primer forward 0,1 100 uM 0,5 uM
primer reverse 0,1 100 uM 0,5 uM
Tag polymeraza 0,4 S ul 0,1 U/pl
DNA templat 2.0 nebylo méfeno
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3.6.3 PCR-HRMA pro ur €eni druh G skupiny Streptococcus milleri
3.6.3.1 Real-time PCR-HRMA

K identifikaci ¢lent skupiny Streptococcus milleri byla pouZita PCR zacilena na gen
16S rDNA podle Olson a kol. (2000) (Tabulka XI) s naslednou analyzou tani PCR produktu.
Reakce byla provedena v objemu 15 pyl a reakéni smés byla pfipravena podle Tabulky VIII.

PCR reakce byla provedena v termocykleru Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad) za podminek:
pocate€ni denaturace 95 °C, 10 min

1. denaturace 95 °C, 10 s

2. hybridizace primera (annealing), 62 °C, 15 s 30 cykKlu

3. prodluzovani primerQ (extension), 72 °C, 15 s

PCR produkty byly bezprostfedné po skonéeni amplifikace podrobeny analyze tani
vrozmezi teplot 80-95 °C. Vysledky analyzy byly graficky zpracovany do podoby
derivovanych kfivek tani pomoci programového vybaveni Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad CFX
Manager V1.6.541.1028) v souladu s doporu¢enimi vyrobce a nasledné vyhodnoceny

na zakladé vizualniho porovnani poloh pikd v derivovanych kfivkéach tani.

Tabulka XI: Seznam primer0 pouzitych pfi real-time PCR

Nazev Sekvence Velikost PCR produktu
primeru (5—>3) [bp]
16S_SA F CAAGTAGGACGCACAGTTTA
16S_SA R TGTGTTACATACTGTTATGCGGT 146
16S_SCI_F AAGTAGAACGCACAGGATG 143

16S_SCI_R CAGTAAATGTTCTTATGCGGTATTAG

3.6.3.2 Nested PCR-HRMA

K identifikaci ¢lent skupiny Streptococcus milleri byla pouzita nested PCR zacilena
na gen 16S rDNA podle Yamaura a kol. (2005) s naslednou analyzou kfivky tani PCR
produktll. Reakce byla provedena v objemu 15 ul a reakéni smés byla pfipravena podle
Tabulky VIII. Prvni PCR reakce byla provedena s primery 27F a 1492R (Tabulka XII)
v termocykleru Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad) za podminek:

35



pocatecni denaturace 95 °C, 10 min

1. denaturace 95 °C, 60 s

2. hybridizace primera (annealing), 55 °C, 60 s 35 cyklu
3. prodluZovani primerd (extension), 72 °C, 90 s

kone&na extenze primerud, 72 °C, 10 min

Tabulka Xll: Seznam primeru pouzitych pfi nested PCR

Primer Sekvence Velikost PCR produktu
6—3) [op]
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 0
1505

1492R | TACGGYTACCTTGTTACGACTT
SA F ATGCAATTGCATCGCTAGT

SA_R GCAGGCTTTGGAAACTGTTTAACT e
SC_F GTGCAAGAGCATCACTACC

SC_R GCAGGCTTTGGAAACTGTTTAACT 45
SI_F GTGCAAATGCATCACTACC 445

SI_R GCAGGCTTGGAAACTGTTTAACT

Druha reakce byla provedena v objemu 15 pl a reakéni smés byla pfipravena podle
Tabulky VIII s pouzitim PCR produktu prvni PCR reakce jako templatu a pimery SA, SC a Sl
(Tabulka XIll). PCR reakce byla provedena v termocykleru Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad)
za podminek:

pocatecni denaturace 95 °C, 10 min
1. denaturace 95 °C, 30 s
2. hybridizace primerd (annealing), 58,5 °C, 30 s 35 cyklu

3. prodluZovani primerd (extension), 72 °C, 30 s

PCR produkty byly bezprostfedné po skonéeni amplifikace podrobeny analyze tani
vrozmezi teplot 70-90 °C. Vysledky analyzy byly graficky zpracovany do podoby
derivovanych kfivek tani pomoci programového vybaveni Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad CFX
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Manager V1.6.541.1028) v souladu s doporu¢enimi vyrobce a nasledné vyhodnoceny

na zakladé vizualniho porovnani poloh pikd v derivovanych kfivkéach tani.

3.6.3.3 Srovnani citlivosti real-time PCR a nested  PCR s naslednou analyzou tani

Postupy pro real-time PCR (viz 3.7.3.1) a nested PCR (viz 3.7.3.2) byly provedeny
s templatovou DNA v podobé koncentracni fady, kdy byla extrahovana DNA fedéna
10x az 10 000x. Nasledné byla provedena PCR reakce dle vy3e uvedeného postupu.
Hranice citlivosti byla stanovena na zakladé pfitomnosti specifického piku v derivovanych

kfivkach tani.

3.7 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza byla pouZzita pro ovéfeni specifity a pro optimalizaci PCR reakci.
Byl pfipraven 2% agar6zovy gel o velikosti 12x13 cm. V Erlenmayerové barice bylo
smichano 2,4 g agarézy, 12 ml 10x TBE pufru a 108 ml destilované vody (dH,O). Tato smés
byla povarena, dokud se agaréza nerozpustila a potom byly pfidany 4 ul barviva GoodView
(Ecoli). Smés byla nalita do formy a ponechana pfi laboratorni teploté, dokud gel neztuhnul.
Ztuhly gel byl prevrstven 1 litrem TBE pufru a do jamek bylo pipetovano 10 pl vzorku
smichaného s 2 pl nanaSeciho pufru (DNA loading dye, Thermo Scientific). Jako marker
molekulové hmotnosti byl pouzit GeneRuler 50 bp DNA ladder (Thermo Scientific).
Elektroforéza byla provadéna 30 az 60 min pfi 80 V. Separované produkty byly vizualizovany

pomoci UV transiluminéatoru.

3.8  Pyrosekvencovani

K identifikaci bakterii pomoci pyrosekvencovani byla pouzita PCR s primery
odvozenymi z 16S rDNA (Tabulka XIlII; Jonasson a kol., 2002). Reakce byla provedena
v objemu 25 ul a reakéni smés byla pfipravena podle Tabulky XIV. PCR reakce byla

provedena v termocykleru BioRad CFX96 (Bio-Rad) za podminek:
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pocatecni denaturace 95 °C, 15 min

1. denaturace 94 °C, 30 s

2. hybridizace primera (annealing), 56 °C, 30 s .
45 cyklu

3. prodluZovani primerd (extension), 72 °C, 30 s

kone&na extenze primerud, 72 °C, 10 min

Tabulka XllI: Seznam primeru pouzitych pro amplifikaci pfed pyrosekvencovanim

Primer Sekvence Velikost PCR produktu
6-3) [op]
bio-pBR5.SE | GAAGAGTTTGATCATGGCTCAG
115
pBR-V1.AS TTACTCACCCGTCCGCCACT
Tabulka XIV: SlozZeni reakéni smési pro jednu PCR reakci
Reagencie Mnozstvi Pocateéni Kone €na
[pl] koncentrace koncentrace
RNase-free water 10,3 - -
PyroMark PCR Master 12,5 2% 1x
primer forward 0,1 100 uM 0,4 uM
primer reverse 0,1 100 uM 0,4 uM
DNA templéat 2,0 nebylo méfeno

Poznamka: Byl pouzit kit PyroMark PCR kit, ktery obsahuje HotStarTaq DNA polymerazu, PyroMark Reaction
Buffer (3 mM MgCl,) a dNTPs.

Pyrosekvencovani bylo provadéno na platformé PyroMark Q96 ID (Qiagen) podle
pokynu vyrobce. K 20 ul biotinylovaného PCR produktu bylo pfidano 60 pl mixu (17 pl dH,0O,
40 ul binding pufru a 3 ul Sepharose beads s navazanym streptavidinem). Smés byla
inkubovana pfi pokojové teploté a tfepani 1400 rpm po dobu 10 minut pro imobilizaci
biotinylovanych PCR produktld na sefar6zové kulicky diky specifické vazbé streptavidin-
biotin. Tento komplex s imobilizovanym PCR produktem byl pfecistén pomoci vakuové
pumpy s filtry. Precisténa imobilizovand ssDNA byla ziskdna promytim postupné v 70%
etanolu, v denatura¢nim pufru a v promyvacim pufru. Na kuli€kadch imobilizovana ssDNA

byla pfiddna do jamky se 40 ul sekvenacniho primeru (pBR-V1.AS, 0,4 pM v annealing
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pufru). DestiCka (96-jamkova) byla inkubovana pfi 80 °C po dobu 2 minut a nésledné se
nechala vychladnout na pokojovou teplotu. Do pfistroje byla umisténa desticka se vzorky
i tzv. cartridge obsahujici enzymy, substraty a nukleotidy. Software (PyroMark Q96 ID
software) byl nastaven v médu SQA s 25 cykly ATCG (Lu a kol., 2011; Jonasson a kol.,
2002). Ziskané sekvence byly pfimo pouzity pro identifikaci pomoci vyhledavani
homolognich  sekvenci v databdzi GenBank s wvyuZitim nastroje BLAST

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

3.9  Stanoveni citlivosti, specifity a vykonu metod

Citlivost identifika¢ni metody (mira spravného hodnoceni) byla vypoditana jako podil
poctu izolatu, pro které metoda vydala spravny vysledek identifikace na uroven rodu nebo

druhu, z celkového poctu izolatt, které byly danou identifikaéni metodou vySetfeny.

Specifita identifikacni metody (mira vylouCeni nespravného hodnoceni) byla
vypocitana jako podil poctu izolatl, u kterych dana metoda spravné vyloucila chybnou
identifikaci, z celkového poctu izolatd u kterych né&jaky vysledek identifikace vydala. Tj. 100%

specifita byla dosazena, pokud urcitd metoda nevydala Zzadny chybny vysledek.

Vykon (hloubka identifikace) byla vypocitana jako podil poctu izolatd, pro které

metoda vydala spravny vysledek identifikace na Uroven druhu, z celkového poctu izolata.
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4. VYSLEDKY

Vysledky v ramci pfedkladané doktorské disertani praci byly ziskany a zpracovany
v laboratofich Ustavu mikrobiologie Lékafské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci

a Fakultni nemocnice Olomouc.

V ramci obdobi od ¢ervna 2012 do Cervena 2014 bylo ziskano 1140 klinickych izolatd
(Priloha 1V), které byly vykultivovany ze 402 vzork( od 126 pacientt v péci Kliniky plicnich
nemoci a tuberkuldézy (n = 105) a Détské kliniky (n = 21) Fakultni nhemocnice Olomouc
trpicich bronchiektaziemi, cystickou fibr6zou nebo chronickou obstrukéni plicni nemoci
(Tabulka XV). Ziskané izolaty byly identifikovany pomoci konvenénich fenotypovych metod
(viz 3.4), MALDI-TOF MS, pyrosekvencovani a PCR-HRMA.

Tabulka XV: Zastoupeni klinickych izolatu

Diagnoza
BE CF CHOPN

sputum 0 265 0
Détska klinika | stér/vytér krk 0 242 0

stér/vytér nos 0 60 0

sputum 46 244 405
Plicni klinika | stér/vytér krk 0 6 0

stér/vytér nos 0 0 0
Celkovy po €et izolat G 46 817 405

Celkové zastoupeni klinicky vyznamnych druhd je zndzornéno pomoci vysecového
grafu (Obrazek 3). Vyznamné rody gramnegativnich nefermentujicich ty€inek (Acinetobacter,
Achromobacter, Burkholderia, Moraxella, Pseudomonas a Stenotrophomonas) predstavu;ji
celkem 19,6 % (223/1140), pfiemz izolaty nalezejici ke komplexu Burkholderia cepacia

¢Cinily 12,6 % z klinicky vyznamnych gramnegativnich nefermentujicich tycinek (28/223).

4.1  Srovnani MALDI-TOF MS, pyrosekvencovani a PCR-H RMA

Vysledky identifikace MALDI-TOF MS, pyrosekvencovani a PCR s naslednou
analyzou tani PCR produktu (PCR-HRMA) jsou shrnuty v Tabulce XVI. Pomoci
pyrosekvencovani byly ziskany sekvence nukleotidd o délce od 9 do 144 nukleotidl

s nejcastéjSi délkou Cteni 48 nukleotidl. Kone¢na identifikace byla dana u MALDI-TOF MS
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hodnotou skére. Ze souboru nebylo pomoci pouzitych metod identifikovano 8 izolatd.
NejvySSi drovné identifikace izolatd zahrnutych ve studii pomoci MALDI-TOF MS,

pyrosekvencovani a PCR-HRMA shrnuje Pfiloha IV.

Enterobacteriaceae;

neidentifikovano; 8 44 Haemophilus

influenzae; 59

ostatni druhy
bakterii zastoupené

ve studii; 349 Haemophilus

parainfluenzae; 127

Pseudomonas
aeruginosa; 127

Burkholderia
cepacia komplex;
28
SMG; 40
ostatni
nefermentujici
gramnegativni
ty€inky; 195

Streptococcus
pneumoniae; 102 Staphylococcus
aureus; 61

Obrazek 3: Schéma zastoupeni vyznamnych druhu ve studii

U aplikovanych metod (MALDI-TOF MS, pyrosekvencovani a PCR-HRMA) byla
stanovena citlivost, specifita, a vykon (tzv. "hloubka identifikace”) metody (Tabulka XVII).
Citlivost byla nejnizsi u PCR-HRMA (66,2 %), u metody MALDI-TOF MS byla stanovena

na 96,8 % a u pyrosekvencovani na 85,1 %.

Specifita MALDI-TOF MS a pyrosekvencovani byla 100 %, tedy pokud metoda vydala
vysledek, nejednalo se nikdy o chybnou identifikaci. U PCR-HRMA bylo chybné
identifikovano 15 izolatq, tj. specifita byla 99,7 %.

Vykon ("hloubka identifikace”) metod, tzn. schopnost identifikace na uroven druhu,
byl jiz velmi rozdilny. MALDI-TOF MS doséahla identifikace na arovefi druhu u 96,8 %,
pyrosekvencovani u 43,2 % a PCR-HRMA u 13,6 % izolatu.
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Tabulka XVI: Souhrn ziskanych vysledkd identifikace bakterii pomoci MALDI-TOF MS,
pyrosekvencovani a PCR-HRMA

Pocet izolat G
Celkovy po €et izolat G zahrnutych ve studii 1140
spravna identifikace na uroven druhu 1104
MALDLTOE MS spravna identifikace na urover druhu/rodu 1104
chybna identifikace 0
neidentifikovano 36
spravna identifikace na uroven druhu 492
spravna identifikace na urover druhu/rodu 970
Pyrosekvencovani ;?{p?gfgiiﬂgﬁ;ce na droven celed, 130
chybna identifikace 0
neidentifikovano 40
spravna identifikace na uroven druhu 155
spravnd identifikace na aroven druhu/rodu 755
PCR-HRMA Fs)?irl‘oa;/gr?éliirdgfiﬁ;ce na Groven Celedi, 342
chybna identifikace 15
neidentifikovano 28

Tabulka XVII: Vyhodnoceni citlivosti, specifity a vykonu pouZitych metod

. o Vykon
Metoda C'“[:;‘ft Sp‘[aoﬁ']c Ita ('hloubka identifikace)
0 0 [%]
MALDI-TOF MS 96,8 100 96,8
pyrosekvencovani 85,1 100 43,2
PCR-HRMA 66,2 99,7 13,6

4.2 Vyuziti PCR-HRMA pro identifikaci bakterii se z améfenim na

gramnegativni nefermentujici ty  éinky

Mezi vyznamngéjSi gramnegativni nefermentujici ty€inky zastoupené ve studii patfi

rody  Acinetobacter, = Achromobacter, Burkholderia, Moraxella, Pseudomonas

42



a Stenotrophomonas. Obrazky 4 a 5 znazorfiuji schopnost rozliSeni zminénych rodd pomoci
PCR-HRMA s primery pro amplifikaci variabilni oblasti V1 genu 16S rDNA. Druhy
Achromobacter a Pseudomonas bylo mozné odliSit pfimo na zakladé vysledki PCR-HRMA.
Rod Acinetobacter nebylo mozné odliSit od rodu Moraxella, rod Burkholderia nebylo mozné
odliS§it od rodu Cupriavidus a rod Stenotrophomonas od pfislusnikd Celedi
Enterobacteriaceae. V téchto pfipadech Ize aplikovat barveni dle Grama (Acinetobacter
versus Moraxella catarrhalis) nebo biochemické testy. Pfi barveni dle Grama pozorujeme
buriky Acinetobacter sp. jako gramnegativni kokoty€inky, zatimco nejCastéjSiho zastupce
rodu Moraxella, M. cattarhalis, jako gramnegativni diplokoky. Rody Burkholderia
a Cupriavidus lze rozliSit pomoci rychlosti oxidazové reakce, ktera je u druhl néalezejicich
ke komplexu Burkholderia cepacia pomala, a také na zdkladé detekce beta-galaktosidazové
aktivity (ONPG test), ktery je u burkholderii pozitivni na rozdil od rodu Cupriavidus. Rod
Stenotrophomonas lIze od zastupcu Celedi Enterobacteriaceae odliSit na zakladé oxidazové

aktivity.

Acinetobacter
Moraxella

L Achromobacter

Burkholderia
Cupriavidus
neznamy vzorek ——

Enterobacteriaceae
Stenotraphomonas

—— Fseudomonas

L pstatni

Obrazek 4: Algoritmus rozliSeni gramnegativnich nefermentujicich ty¢inek
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Obrazek 5: Reprezentativni kfivky vyznamnych gramnegativnich nefermentujicich ty€inek

4.2.1 RozliSenivramcirodu Pseudomonas pomoci PCR-HRMA

Kromé druhu Pseudomonas aeruginosa je mozné v klinickém materialu zachytit
i vzacnéji se vyskytujici druhy, které nejsou v rutinnim provozu ¢asto podrobné identifikovany
a ve vysledku jsou oznaeny jako Pseudomonas sp. Ze srovnani bylo zjisténo, Ze druh
Pseudomonas aeruginosa Ize odlisit pomoci PCR-HRMA od P. grimontii, ale nelze jej odliSit

od druhd P. mendocina a P. veronii.

Pfi aplikaci MALDI-TOF MS nebo pyrosekvencovani je mozné druh P. aeruginosa
spolehlivé odliSit od ostatnich druht zastoupenych ve studii (P. grimontii, P. mendocina,
P. veronii).

4.3 Rozliseni genomovar G komplexu Burkholderia cepacia

Pary primer( pouzité v této casti studie byly zaméfeny na gen recA, kodujici
rekombindzu A, kterd ma ulohu pfi opravé DNA. Tato rekombindza se také ucastni SOS
reparace u bakterii.
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4.3.1 RozliSeni genomovar G komplexu B. cepacia pomoci fenotypovych metod

VSech 28 klinickych izolatd a referencni kmeny prokézaly dobry rdst na selektivni
padé pro burkholderie (BCA), ¢imzZ byla orientacné potvrzena jejich pfisluSnost ke komplexu
Burkholderia cepacia. Na z&kladé morfologie kolonii na krevnim agaru (Obrazek 6) nebo
selektivni pidé (Obrazek 7) nebylo mozné jednotlivé genomovary rozliSit. PFi rustu
na selektivni padé BCA dochézelo u v3ech izolatd a referen¢nich kmenud viivem indikatoru

ke zméné barvy pudy z nazloutlé na rizovou.

Z biochemickych testu byl pouZit test pro stanoveni aktivity oxidazy (OXltest, PLIVA-
Lachema Diagnostika s.r.0.), ktery byl pozitivni u vSech izolatd a referenénich kmenda,
a komeréni souprava RapID NF Plus, kterd obsahuje sestavu biochemickych testt (PFiloha
I1). Ani jeden z pouzitych fenotypovych testd neumoznil identifikaci na Uroven genomovaru

komplexu Burkholderia cepacia, ale byla spolehlivé uréena pfisluSnost k tomuto komplexu.

Obréazek 6: I1zolat €islo 234 (B. cenocepacia) na krevnim agaru
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Obréazek 7: 1zolat Cislo 234 (B. cenocepacia) na selektivni pudé (BCA, Burkholderia cepacia

agar)

4.3.2 Aplikace PCR-HRMA pro genomovarizaci komplexu  Burkholderia cepacia

Referenéni kmeny byly identifikovany podle predpokladl, ale nezahrnovaly
genomovar |ll podtyp A, ktery byl zastoupen zvolenym izolatem z nasi studie s dobrymi
rdstovymi vlastnostmi a schopnosti ozZiveni. DNA vSech 28 Klinickych izolatl byla
amplifikovana pomoci  genomovar-specifickych  primerd  prevzatych ze  studie
Mahenthiralingam a kol. (2000). VSechny testované izolaty a referenéni kmeny byly
identifikovany az na arovent genomovard komplexu Burkholderia cepacia na zakladé
pozitivity reakce, tedy pfitomnosti piku derivovanych kfivek tani (Obrazek 8). Nejpocetnéji byl
zastoupen genomovar Il, kdy 19 izolatl bylo identifikovano jako genomovar Il, 8 izolatd jako
genomovar Il podtyp A a 1 izolat jako genomovar |I. Genomovar Ill bylo mozné rozlisit
na dva podtypy - A a B.

Pro kazdy genomovar byla pomoci agar6zové elektroforézy urCena velikost
specifického PCR produktu (Tabulka XVIII) pro validaci PCR-HRMA v identifikaci
genomovarl | az V komplexu Burkholderia cepacia. U vSech vzorkd byl ziskan specificky
PCR produkt oekéavané velikosti.
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Obrazek 8:
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RozliSeni genomovart Burkholderia cepacia komplexu pomoci PCR-HRMA,
genomovar | je zastoupen izolatem 245, genomovar |l izolatem 1388,
genomovar |l podtyp A izolatem 234, genomovar Ill podtyp B referenénim
kmenem LMG 16656, genomovar IV referenénim kmenem LMG 14294
a genomovar V referenénim kmenem LMG 10929

Tabulka XVIII: Velikost PCR produktt pfi genomovar-specifické PCR

Velikost PCR produktu
Genomovar

[op]
I B. cepacia 500
I B. multivorans 710
[l podtyp A B. cenocepacia 380
Il podtyp B B. cenocepacia 780
v B. stabilis 650
V B. vietnamiensis 380

4.3.3 Rozliseni genomovar 0 komplexu Burkholderia cepacia

pyrosekvencovani a MALDI-TOF MS

Hlavni nevyhodou pyrosekvencovani je kratkost sekvencovaného Useku, coZ pro

Gcely identifikace mikroorganism( vyzaduje peclivou volbu vhodného fragmentu DNA pro

analyzu.

Pyrosekvencovani oblasti V1 16S

rDNA neumoznilo rozliSeni jednotlivych

genomovarlt komplexu Burkholderia cepacia a ani druh(i v ramci rodu Burkholderia (Obrazky

9 a 10) dle vysledkl srovnani ziskanych sekvenci s databazi GenBank, na rozdil od metody
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MALDI-TOF MS, ktera umoznila rozliSeni genomovart komplexu B. cepacia (Obrazky 11
a l2).
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Obrazek 9: Pyrogram amplifikovaného fragmentu 16S rDNA Burkholderia multivorans, izolat
Cislo 1388
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Obrazek 10: Pyrogram amplifikovaného fragmentu 16S rDNA Burkholderia cenocepacia,
izolat Cislo 234
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Obrazek 12: Spektrum vyznamnych protein u Burkholderia cenocepacia, izolat &islo 234

4.4  Identifikace druh 0 skupiny Streptococcus milleri

V ramci 1140 izolovanych bakterii bylo detekovano 40 izolatl patficich do skupiny
Streptococcus milleri (Streptococcus milleri group, SMG), tj. 3,5 %. Nejvice zastoupen byl
druh Streptococcus anginosus a to 32 izolaty (80 %). Vyskyt SMG byl vySSi u pacientd s CF
(n=28; 71,8 %) ve srovnani s pacienty trpicimi CHOPN (n = 11; 28,2 %).
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4.4.1 Identifikace SMG pomoci fenotypovych metod

Pro kultivaci byl pouZzit krevni agar (Obrazek 13) a semi-selektivni McKay agar
(Obrazek 14). McKay agar umoznil lepSi zachyt SMG pfi primokultivaci ve srovnani
s krevnim agarem, zejména proto, Ze dojde k potlaceni rastu vétSiny ostatnich druht bakterii

(mimo Streptococcus sp.).

Obrazek 14: Izolat Cislo 313 (S. anginosus) na McKay agaru
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Identifikace byla podpofena biochemickymi testy pomoci systému RaplD STR
(Remel, Priloha Ill). Dale byl u izolatd SMG proveden test na aktivitu hyaluronidazy a ONPG
test, na krevnim agaru byl sledovan vyskyt hemolyzy a aglutinatné byla provedena
klasifikace dle Lancefieldové (Tabulka XIX). VSechny ziskané izolaty SMG byly citlivé
k penicilinu, kdy byly hodnoty minimalni inhibiéni koncentrace (MIC), zjiSténé E-testem,
v rozmezi 0,016-0,064 pg/ml.

Tabulka XIX: Fenotypové charakteristiky izolatli SMG

S. anginosus S. constellatus S. intermedius
(n=32) (n=4) (n=4)
% (n) % (n) % (n)
hyaluroniddzova aktivita 0 100 100
B-galaktosidazova aktivita 0 0 100
a (viridace) 40,6 (13) 50 (2) 50 (2)
hemolyza B 12,5 (4) 25 (1) 25 (1)
Zadna 46,9 (15) 25 (1) 0
o skupina C 34,4 (11) 0 0
tﬁ‘ﬁgg%ﬁgoﬂg skupina F 62,5 (20) 25 (1) 0
netypovatelné 3,1(1) 75 (3) 100

4.4.2 ldentifikace SMG pomoci PCR-HRMA

Genotypové metody umoznily spolehlivé odliSit zastupce SMG od ostatnich

bakterialnich druh0.

4.4.2.1 Identifikace SMG pomaoci real-time PCR

Pro real-time PCR byly pfevzaty primery ze studie Olson a kol. (2010). Amplifika¢ni
kfivky druht skupiny SMG se typicky objevovaly mezi desatym az patnactym cyklem,
zatimco amplifika¢ni kfivky jinych druh( streptokokd (S. agalactiae, S. gordonii, S. mutans,
S. oralis, S. parasanguinis, S. pneumoniae, S. pyogenes, S. salivarius a S. sanguinis) az
po 30. cyklu. DNA vybranych druhtt mimo rod Streptococcus neposkytovaly zadny pozitivni
vysledek amplifikace. Kfivky tani PCR produktd byly u vSech zastupcl SMG prakticky
shodné, s teplotou tani 81,58 +0,25 °C (Obrazky 15 a 16).
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Obrazek 15: Reprezentativni kfivky zastupct SMG pfi aplikaci real-time PCR-HRMA,;
S. anginosus, ~S. constellatus a ~S. intermedius
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Obrazek 16: Graf hodnot teplot tani SMG u real-time PCR-HRMA

4.4.2.2 Identifikace SMG pomoci nested PCR

PFi pouziti nested PCR (Yamaura a kol., 2005) byl pozorovan pozitivni vysledek
amplifikace s primarnimi primery (1. kolo PCR) u vSech testovanych druhu, ale ve 2. kole

(‘nested” reakce) byla amplifikovana jen DNA druh( skupiny SMG. Kfivky tani byly pro
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v8echny tfi druhy SMG opét prakticky shodné, s teplotou tani 86,18 +0,25 °C (Obrazek 17
a 18), ale protoze ve 2. kole byly pouzity tfi pary specifickych primer( pro jednotlivé druhy
SMG, umoznovala nested PCR rozliSeni druhl SMG jen na zakladé vysledkli PCR-HRMA

(v jednoduchém provedeni).
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Obrazek 17: Reprezentativni kfivky zéstupcl SMG pfi aplikaci nested PCR-HRMA,

S. anginosus, ~S. constellatus a ~S. intermedius
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Obrazek 18: Graf hodnot teplot tani SMG u nested PCR
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4.4.2.3 Srovnani citlivosti real-time PCR a nested PCR

Citlivost real-time PCR a nested PCR byla zjiStovana pomoci fedici fady templatové
DNA pro jednotlivé druhy SMG. Testovani bylo provedeno ve dvojim opakovani. Podle
oCekavani, nested PCR-HRMA byla citlivéjSi neZ real-time, a to 100x (Obrazek 19). Real-
time PCR byla schopna detekovat maximalné 100x fedénou DNA, nested PCR az 10 000x.

—real-time PCR
—real-time PCR (10x)
real-time PCR (100x)
real-time PCR (1 000x)
—nested PCR
—nested PCR (10x)
nested PCR (100x)
nested PCR (1 000x)
nested PCR (10 000x)

o
ol

10 15 20 25 30
Cyklus amplifikace

Obrazek 19: Reprezentativni amplifikacni kfivky SMG pro real-time PCR a nested PCR
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5. DISKUSE

PfedloZzena doktorska disertacni prace je zaméfend na posouzeni pouZitelnosti
riznych variant PCR-HRMA v: (1) identifikaci bakterii se zaméfenim na nefermentujici
gramnegativni ty€inky, (2) rozliSeni genomovarlli komplexu Burkholderia cepacia

a (3) identifikaci druht skupiny Streptococcus milleri.

Prvni Cast prace se zabyvala identifikaci bakterii, hlavné gramnegativnich
nefermentujicich ty€inek, pomoci MALDI-TOF MS a genotypovych metod, které byly
zaméreny na analyzu 16S rDNA, konktrétné hypervariabilni oblasti V1, zastoupenych PCR
s naslednou analyzou tani PCR produktu (PCR-HRMA) a pyrosekvencovanim. Oblast V1
byla vybrana na zakladé predchozi studie, ktera se zabyvala srovnanim vysledkl identifikace
pomoci PCR-HRMA, kdy byly pro amplifikaci pouzity primery F+R, V1, V3 a V6, které
amplifikovaly hypervariabilni oblasti V1, V3 a V6 16S rDNA. Par primerl oznaceny F+R
amplifikoval usek 16S rDNA zahrnujici oblasti V1 az V3. V této pfedchozi studii byla pravé
oblast V1 vyhodnocena jako nejvhodnéjSi pro identifikaci bakterii pomoci PCR-HRMA.

U aplikovanych metod (MALDI-TOF MS, pyrosekvencovani a PCR-HRMA) byla
u PCR-HRMA (66,2 %), u MALDI-TOF MS byla 96,8 % a u pyrosekvencovani 85,1 %.
Ke snizeni citlivosti u pyrosekvencovani a PCR-HRMA doslo vlivem toho, Ze nékteré izolaty
nebyly identifikovany na uroven druhu nebo rodu, ale do vysSi taxonomické jednotky,

pfipadné uméle vytvorené skupiny, kdy byl vysledek vyhodnocen jako nedostacujici.

Vykon (“hloubka identifikace”) metod, tzn. schopnost identifikace na Uroven druhu, byl
jiz velmi rozdilny. MALDI-TOF MS dosahlo identifikace na Udrovert druhu u 96,8 9%,
pyrosekvencovani u 43,2 % a PCR-HRMA u 13,6 % izolatu. Je zfejmé, Ze variabilita oblasti

V1 genu 16S rDNA, neni dostate¢na k identifikaci Sirokého rozmezi bakterialnich druha.

Gramnegativni nefermentujici ty&inky (Acinetobacter, Achromobacter, Burkholderia,
Cupriavidus, Moraxella, Pseudomonas a Stenotrophomonas) bylo mozné pomoci PCR-
HRMA odliSit az na dvé dvojice a to dvoijici Acinetobacter sp. a Moraxella cattarhalis a dvojici
Burkholderia sp. a Cupriavidus sp. Druh Stenotrophomonas maltophilia nebylo mozné odlisit
od cCeledi Enterobacteriaceae, ale od ostatnich druht zastoupenych ve studii bylo mozné

gramnegativni nefermentujici ty€inky odlisit.

Skute€nost, Ze jednotlivé druhy bakterii uvnitf Celedi Enterobacteriaceae nebylo

mozné rozliSit pomoci nami testované metody PCR-HRMA zacilené na variabilni oblast V1
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genu 16S rDNA, neni pfekvapiva, protoZze enterobakterie jsou evoluéné velmi blizce
pfibuzné. Pro jejich genetické rozliSeni by bylo pravdépodobné nutné se zaméfit cilené
na nékteré geny sekvencné dostate¢né variabilni v rédmci této cCeledi, jako ve studii
Anbazhagan a kol. (2010), kdy bylo dosazeno rozliSeni druhG v ramci Cceledi
Enterobacteriaceae pomoci pouziti multiplex PCR s néslednou analyzou tani. Multiplex PCR
zde byla realizovana se tfemi pary primert ve dvou setech. Primery v rdmci prvniho setu byly
zaméreny na geny uidA (E. coli), ntrA (K. pneumoniae) a tuf (P. mirabilis), a v rdmci druhého
setu na geny 16S rDNA (Citrobacter sp.), atpD (E. cloacae) a viaB (S. typhi). Pomoci takto
navrzené multiplex PCR-HRMA bylo mozné rozlisit Citrobacter sp., Enterobacter cloacae,

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis a Salmonella typhi.

Fakt, Ze nebylo mozné rozliSeni na uroven druhl v ramci ¢eledi Enterobacteriaceae
pomoci PCR-HRMA, je Castecné v rozporu s vysledky prezentovanymi ve studii Yang a kol.
(2009), kde pouzili tfi paralelni PCR reakce s primery amplifikujicimi variabilni oblasti V1, V3
a V6 16S rDNA. Identifikace byla potom provadéna na zakladé kodu, ktery byl pfidélovan
pristrojového vybaveni pro HRMA, kdy jsme pouZivali Bio-Rad CFX 96 (Bio-Rad) a Yang
a kol. (2009) pouzivali LightScanner (Idaho Technology). MoZnosti neshodnych vysledkd pfi
pouziti rozdilnych pfistrojd pro HRMA, pfipadné raznych interkalacnich barviv, se zabyvala
studie Hermann a kol. (2006).

Aplikaci PCR-HRMA s pouzitim druhové-specifickych primerd se zabyvala také studie
Wong a kol. (2014), kde pouzili multiplex PCR-HRMA pro identifikaci bakterii. Primery byly
odvozené z péti gend — gltA (Acinetobacter baumannii), uidA (Escherichia coli),
khe (Klebsiella pneumoniae), oprL (Pseudomonas aeruginosa) a mecA (meticilin-rezistentni
Staphylococcus aureus, MRSA). Identifikace byla potom zaloZena na pfitomnosti
specifického piku (Obrazek 20).

Z poznatkl a studii citovanych v literarnim prehledu vyplyva, Ze analyza tani
s vysokym rozliSenim je pouzitelna k detekci a identifikaci klinicky vyznamnych druht bakterii
(Chakravorty a kol., 2010; Merchant-Patel a kol., 2010; Yang a kol., 2009; Chakravorty a kol.,
2007; Cheng a kol., 2006; Skow a kol., 2005 a Klaschik a kol., 2004), kvasinek (Nemcova
a kol., 2015; Costa a kol., 2010; Trtkova a kol., 2009; Bergman a kol., 2007 a Plachy a kol.,
2005) a viru (Epsy akol., 2006) a dale ve specifickych aplikacich jako je genotypizace

a mutaéni skenovani.
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Obrazek 20: Derivované krivky tani HRM amplikonu

Pfevzato z Wong a kol., 2014.

Kromé& PCR-HRMA byla pro identifikaci izolatll také pouzita metoda hmotnostni
spektrometrie (MALDI-TOF MS) a pyrosekvencovani. Technika MALDI-TOF MS se ukazala
jako perspektivni pro identifikaci bakterii. Naopak pyrosekvencovani se neukazalo vhodnou
metodou pro identifikaci Sirokého spektra bakterii. Na druhé strané, v dusledku rozsahlé
databaze sekvenci (GenBank), se pyrosekvencovani jevi vhodnou metodou pro identifikaci
vzéacnych druhd, které dosud nejsou zahrnuty v databazi MALDI-TOF MS. Napfiklad, metoda
MALDI-TOF MS zcela selhala v identifikaci druhu Asaia bogorensis, ktery byl Uspésné
a jednoznacné identifikovan pomoci pyrosekvencovani. Nevyhodou pyrosekvencovani je
neschopnost rozliSit i jinak nepfibuzné rody, napf. neumoZznilo mezi sebou rozliSit rody

Agregatibacter a Proteus a druhy Haemophilus haemolyticus a H. influenzae.

Nizka pFesnost identifikace pomoci pyrosekvencovani je z obecného pohledu
prekvapiva, ale koreluje s vysledky jinych studii, napf. Tewari a kol. (2011) a Jonasson a kol.
(2002). Ve studii Tewari a kol. (2011) pouzili pro identifikaci 54 bakterialnich izolatl
pyrosekvencovani a Sangerovo sekvencovani oblasti V1 a V3 16S rDNA. Pyrosekvencovani
umoznilo identifikaci 80 % izolatl na urover rodu a 43 % na uroven druhu, coZz odpovida
naSim vysledkim, oproti tomu Sangerovo sekvencovani umoznilo identifikaci 100 % izolata
na uroven rodu a 87 % izolatd na Uroven druhu (Tabulka XX).
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Tabulka XX: Srovnani vysledku identifikace bakterii pyrosekvencovanim v prezentované
studii a pyrosekvencovanim a Sangerovym sekvencovanim (500 bp) ve studii
Tewari a kol., 2011

Druh Seskir;%ecgoyaom, Pyrosekvencovani Pyrosekvencovani
(Tewari a kol., 2011) (Tewari a kol., 2011) (naSe studie)

Actinobacillus equuli druh rod ND
Actinobacillus . druh rod ND
pleuropneumoniae
Actinobacillus seminis druh druh ND
Aeromonas sp. rod neidentifikovano ND
'gﬁjﬁi?}?ﬁiﬁfgum druh neidentifikovano ND
Arcanobacterium druh druh ND
pyogenes
Bacillus anthracis rod rod ND
Bacillus licheniformis druh rod
Bacillus thuringiensis rod rod ND
Bordetella avium druh vysSi taxon ND
Brucella abortus rod rod ND
Campylobacter fetus druh druh ND
Campylobacter jejuni rod rod ND
Clostridium colicanis druh druh ND
Clostridium septicum druh druh ND
Clostridium sordellii druh druh ND
Clostridium druh rod ND
sporogenes
Corynebacterium _ druh druh ND
pseudotuberculosis
(I:D:r:gﬁoall(tj]ps?sllus druh vySSi taxon ND
Enterobacter “xr “xr
aerogenes druh vysSi taxon vySSi taxon
Enterococcus druh druh ND
cecorum
Escherichia coli druh vysSi taxon
Gallibacterium anatis druh druh ND
Histophilus somni druh druh ND
Klebsiella “xr
pneumoniae druh vySSi taxon vySSi taxon
Bordetella avium druh vySSi taxon ND
Brucella abortus rod rod ND
Moraxela bovoculi druh druh ND
Mycc_)bacterlum druh rod ND
fortuitum
Mycoplasma druh druh ND
corogypsi
Mycoplasma druh rod ND
gallisepticum
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Tabulka XX: Srovnani vysledku identifikace bakterii pyrosekvencovanim v prezentované
studii a pyrosekvencovanim a Sangerovym sekvencovanim (500 bp) ve studii

Tewari a kol., 2011 — pokracovani

Sangerovo = K L. p K L.
Druh SekVencovani yrosekvencovani yrosekvencovani
(Tewari a kol., 2011) (Tewari a kol., 2011) (naSe studie)
Mycoplasma synoviae druh druh ND
Ornlthobacterlum druh druh ND
rhinotracheale
_P_aer_nbam_llus druh rod ND
illinoisensis
Pasteurella multocida druh rod ND
Pseudomonas druh rod druh
aeruginosa
Re|n|bact_er|um druh druh ND
salmonarium
Rhodococcus equi druh druh ND
Rlerr_lerell_a druh druh ND
anatipestifer
i[jarlgﬂglococcus druh druh druh
Staphylococcus druh rod druh
epidermidis
Streptococcus bovis druh rod ND
Streptococcus druh druh rod
dysgalactiae
Streptococcus equi druh druh ND
Streptoco_ccus druh rod rod
pneumoniae
Streptomyces sp.
(griseus - naSe rod rod druh
studie)
Vibrio . rod vySSi taxon ND
parahaemolyticus
Yersinia enterocolitica druh rod ND

Poznamka: ND ~ no data, druh nebyl zahrnut v nasi studii

Ve studii Jonasson a kol. (2002) autofi uvadeéji, ze pyrosekvencovani je zajimavou
aplikaci v oblasti diagnostické mikrobiologie pro rychlou detekci a charakterizaci patogenu,
zejména grampozitivnich bakterii rodd Staphylococcus, Streptococcus a Enterococcus
a gramnegativnich bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae a rodd Haemophilus a Pseudomonas.
Ve studii se zaméfili na variabilni oblast V1 (Obrazek 21) a V3 16S rDNA.
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AACATCAGAG 28 28
AACGTCAAAG 26 26
AACGTCAGAG 25 25
AACTTTGGAA 2 2
AAGATCAGTA 4 4
AAGTATCAGA 4 4
AATCCTTCCG 2 2
AGATTTGTTC 4 4
CAAGTCCGAA 2 2
CATCAGTCTA 25 25
CATCCAGAGA 30 30
CCTCTTTCCA 25 25
CCTCTTTTTC 16 16
CCTTGAACCG 26 26
CGCCACCCAA 4 4
CGCCACCCGA b 8
CGCCOGGCAAA 6 6
CGTCACCCAA S )
CGTCACCCAG 3 3
CGTCACCCGA 133 2 3 4 52
CGTCAGCAAA h] 14 32 s1
CGTCAGCAAG 34 24 8
CGTCAGCAGA 9 3 12
CGTCAGCGAA 8 2 8 3 21
CGTCATCAAA 1 1
CTCAAGAGAA 1 1
CTTTCTTCGG 2 2
GAATCCAGGA 30 4 34

Obrazek 21: Vysledek identifikace bakterii na zadkladé prvnich 10 bazi

Prevzato z Jonasson a kol., 2002.

Pokud se zaméfime na oblast V1, tak stafylokoky a enterokoky bylo mozné
identifikovat na uroven druhu, coZz potvrzuje i naSe studie. Ildentifikace v ramci rodu
Streptococcus je komplikovana. Jonasson a kol. (2002) méli ve zmifiované studii zastoupeno
uzsi spektrum druhu streptokokd, nez bylo zafazeno v naSi studii. 1zolaty zahrnuté ve studi
byly identifikovany jako Streptococcus pyogenes (skupina A), ktery byva pfi¢inou zanétu
hitanu a toxického Soku, Streptococcus agalactiae (skupina B), zpusobujici neonatalni
infekce, a Streptococcus pneumoniae, zplsobujici zanét stfedniho ucha a zapal plic.

Zéastupci Celedi Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Klebsiella oxytoca, Salmonella sp. a Enterobacter cloacae) byli identifikovani v rAmci studie
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Jonasson a kol. (2002) pouze pfedbézné, ne jednoznacné. Rody Klebsiella, Enterobacter,
Serratia a Citrobacter jsou Uzce pfibuzné, coz se odrézi i ve vysledcich analyzy 16S rDNA.
V rdmci zminéné studie byla také pozorovana podobnost, shodné jako v nasi studii, mezi
druhy Proteus mirabilis a Haemophilus influenzae. V tomto pfipadé dosahli Jonasson a kol.
(2002) lepsich vysledkl pfi analyze oblasti V3 genu 16S rDNA.

Stejnou metodiku aplikovali také Motoshima a kol. (2012), kdy pro identifikaci pouZili
vysledky pyrosekvencovani oblasti V1, V3 nebo kombinace V1+V3 16S rDNA. Nejméné
vhodn& se zde zdéla pro analyzu 16S rDNA oblast V1 a nejvice V3, pfipadné kombinace

vysledku z analyzy obou oblasti, V1 i V3.

Uginnost druhové identifikace by u pyrosekvencovani bylo mozné zvysit
sekvencovanim dalSich hypervariabilnich Gseku, to by ale vedlo kvySSim nakladim
a technika by ztratila konkurenceschopnost. Naproti tomu MALDI-TOF MS u naSeho souboru
izolatl nedokazala vydat zadny vysledek identifikace u nékterych vzacnych bakterii
z prostfedi nebo neobvyklych kmenl béznych bakterii, které bylo mozné diky rozsahlé
databazi sekvenci v GenBank identifikovat pomoci pyrosekvencovani (Asaia bogorensis,
Variovorax sp., jeden izolat Staphylococcus pasteuri, jeden izoldt Pseudomonas aeruginosa
a 6 ze 13 izolatd Granulicatella adiacens). Pyrosekvencovani proto muize slouZit jako
alternativa MALDI-TOF MS v pfipadé jejiho selhani, aniz by bylo nutné provadét kompletni

sekvencovani Sangerovou technikou.

Druha ¢éast nasi studie se zabyvala uréenim genomovard komplexu Burkholderia
cepacia, konkrétné genomovart I, Il, lll, IV a V, neboli B. cepacia sensu stricto,
B. multivorans, B. cenocepacia, B. stabilis a B. viethamiensis, které se celosvétové
ze zminéného komplexu nejcastéji vyskytuji jako oportunni lidské patogeny. Pro referenéni
uréeni genomovaru byla pouzita PCR analyza genu recA (genomovar-specifickd PCR)
adale byla testovana vypovidaci schopnost konvencnich fenotypovych metod,
pyrosekvencovani a MALDI-TOF MS. V ramci této Casti bylo analyzovano 28 klinickych
izolatd identifikovanych pomoci konvenénich fenotypovych metod jako pfislusnici komplexu
Burkholderia cepacia. Konvenéni fenotypové metody, podle ocekavani, rozliSeni
genomovartl komplexu Burkholderia cepacia neumoznily a pyrosekvencovani variabilni
oblasti V1 genu 16S rDNA také ne. Zbylé aplikované metody, PCR-HRMA genu recA
a MALDI-TOF MS, rozliSeni genomovart umoznily. Ziskané vysledky specifické PCR koreluji
s vysledky prezentovanymi ve studiich Whitby a kol. (2000) a Mahenthiralingam a kol.
(2000).
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Genomovary Il (19 izolatd), Il podtyp A (8 izolatd) a genomovar | (1 izolat),
vyskytujici se ve studovaném souboru, nejastéji zpusobuji komplikace u infikovanych
pacientu (vyskyt antibiotické rezistence, “cepacia syndrom”). Genomovary |, Il podtyp B, IV
a 'V se vyskytuji méné Casto a pfi testovani byly v nasi studii zastoupeny referencnimi
kmeny. V naSem souboru 126 pacientl trpicich chronickym onemocnénim plic, bylo 7
pacientu trpicich CF a 1 s CHOPN infikovano genomovarem Il nebo Il podtyp A komplexu

Burkholderia cepacia.

Ve studii Dfevinka a kol. (2002) byly analyzovany vzorky sputa od 134 pacientu
z Centra cystické fibrézy pfi Fakultni nemocnici v Motole v Praze. Na pfitomnost komplexu
Burkholderia cepacia bylo pozitivnich 67 pacientd (62 na genomovar Ill podtyp A,
3 na genomovar Il podtyp B a 2 na genomovar Il). Zastoupeni genomovarli ve Fakultni
nemocnici Olomouc a Fakultni nemocnici v Motole potvrzuje nej¢astéjSi vyskyt genomovar(
Il a lll podtyp A, ale poukazuje na jejich rozdilné zastoupeni, kdy pacienti z Fakultni
nemocnice Olomouc byli Castéji kolonizovani genomovarem |l a pacienti z Fakultni
nemocnice v Motole genomovarem Ill podtyp A. Tento rozdil je pravdépodobné zplsoben
pFitomnosti epidemického klonu genomovaru Il (B. multivorans) v nemocniénim prostredi,

jak bylo jiz popsano (Hanulik a kol., 2013).

Genomovary |, Il podtyp B, genomovar IV a V se vyskytuji vzacné, a nebyly tedy
ve studii dostate¢né zastoupeny. U genomovaru Il podtyp B a IV proto nelze s jistotou tvrdit,
Ze posun pikd derivovanych kfivek tani pfi specifické multiplex PCR s naslednou analyzou
kfivkou tani je pro jejich rozliSeni dostatecny. Z tohoto divodu je v tomto pfipadé pfi
podezfeni na pfitomnost genomovaru Il podtyp B nebo IV vhodnéjSi provést analyzu PCR
produktd pomoci elektroforézy, ktera jiz umoznuje spolehlivé rozliSeni téchto dvou
genomovart na zékladé velikosti PCR produktl. Gelova elektroforéza naopak na rozdil
od PCR-HRMA neni kvili shodné velikosti PCR produktt schopna rozliSit genomovar Il

podtyp A od genomovaru V.

V soucasné dobé se pro rozliSeni genomovaru | az V komplexu Burkholderia cepacia
pouziva specifickh PCR s primery navrZzenymi na sekvenci genu recA, ale v poslednich
letech se prosazuje také MALDI-TOF MS (Fehlberg a kol., 2013; Hanulik a kol., 2013). Nami
navrzend PCR-HRMA metoda prokdzala schopnost velmi dobfe rozliSit Klinicky

nejvyznamnéjSi genomovary rychlym a spolehlivym zptsobem.

Treti ¢ast nasi studie se zabyvala identifikaci druht skupiny Streptococcus milleri

(Streptococcus milleri group, SMG). Rutinni detekce SMG ve vzorcich z dychacich cest je
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omezena, protoZze jejich morfologické charakteristiky ¢&asto neumoziuji odliSeni
od viridujicich streptokokud. Proto byly vyvinuty semi-selektivni pady pro izolaci druht této
skupiny a to NAS agar (Waite a kol., 2011) a McKay agar (Sibley a kol., 2010), ktery jsme

pro zachyt SMG pouZili v nasi studii.

Pro rozliSeni ¢lenu skupiny Streptococcus milleri byla pouZita real-time PCR a nested
PCR. V obou pfipadech byly PCR produkty podrobeny analyze tani. Nami aplikovany systém
real-time PCR byl pfevzat ze studie Olson a kol. (2010), kde byly navrZzeny primery a sondy
specifické pro Streptococcus anginosus a potom pro dvojici  Streptococcus
constellatus/intermedius. V nasi modifikaci jsme pro posouzeni mozného budouciho pouZiti
v rutinnim provozu systém testovali z ekonomickych divodi bez pouziti sond. U obou
testovanych systému — real-time PCR i nested PCR — nebyly zjistény problémy se specifitou
detekce SMG. Nested PCR ale prokazala schopnost spolehlivé odliSit jednotlivé druhy
za nizSich nakladu (u real-time je to mozné pfi pouziti nakladnych sond) a s vySSi citlivosti.
V rutinnim pouziti pak mize naopak nevyhodou nested PCR byt vySSi nachylnost ke kfizové

kontaminaci a vét3i naroky na provozni ¢as termocykleru a na praci.

Do skupiny Streptococcus milleri bylo zafazeno 40 izolathd ziskanych ze vzorku
od naSeho souboru pacientd s CF a CHOPN. Tyto izolaty byly identifikovany v prvni fadé
na zakladé vysledki MALDI-TOF MS a tato identifikace byla jeSté nasledné podpofena
biochemickymi testy. V naSem souboru 126 pacientl trpicich chronickym onemocnénim plic,
bylo 39 pacientd infikovano SMG. Vyskyt SMG byl vySSi u pacientt trpicich CF (28/39;
71,8 %) ve srovnani s pacienty trpicimi CHOPN (11/39; 28,2 %). VSechny ziskané izolaty
SMG byly citlivé k penicilinu, coz koresponduje s 94,4 % citlivymi izolaty ze 180 izolatu

ziskanych z klinickych vzorkd v rdmci studie Limia a kol. 1999.
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6.

ZAVERY

Predkladana doktorska disertacni prace splnila zadané cile:

1.

Bylo shromazdéno 1140 primarnich izolatd bakterii ze 402 klinickych vzork( od 126
pacientl s vybranou skupinou diagnéz (bronchiektaziemi, cystickou fibr6zou a chronickou
obstrukéni plicni nemoci), které byly ulozeny do sbirky klinickych izolatd bakterii Ustavu
mikrobiologie Lékarské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci a Fakultni nemocnice

Olomouc.

U ziskanych izolatt byly shromazdény vysledky zakladni konvenéni rutinni identifikace,
které byly pribézné konfrontovany s vysledky identifikace pomoci MALDI-TOF MS, PCR-
HRMA a pyrosekvencovani. Parametry jednotlivych metod byly srovnany pro jednotlivé

oblasti aplikace.

Ze ziskanych vysledku Ize vyvodit:

Nejméné citlivou a specifickou metodou identifikace a zaroven metodou s nejnizsi
hodnotou hloubky identifikace byla PCR-HRMA. MALDI-TOF MS a pyrosekvencovani
dosahovaly vysoké citlivosti a specifity. Hloubka identifikace byla u MALDI-TOF MS
96,8 % a u pyrosekvencovani 43,2 %. Pro rutinni pouZiti je proto nepochybné metodou
volby MALDI-TOF MS s tim, Ze u izolatl vzacnych druhd, které dosud nejsou zastoupeny
v databazi proteinovych profill, je pyrosekvencovani vhodnou alternativni technikou,
kterd v mnoha pfipadech poskytne spolehlivy vysledek pfi nakladech nizSich nez

konvenéni Sangerova metoda sekvencovani.

Technika PCR-HRMA ma potencial pro identifikaci nefermentujicich gramnegativnich
bakterii, kdy umozni odliSit tuto skupinu bakterii od ostatnich, a také spolehlivé

identifikuje rod Pseudomonas sp.
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3. PCR-HRMA je velmi vhodna také pro rychlou, ekonomickou a spolehlivou
genomovarizaci bézné se vyskytujicich izolatd komplexu Burkholderia cepacia a pro
druhovou identifikaci izolatd SMG, vcetné potencidlu pro pfimou detekci z klinického
vzorku. Tato detekce muze byt pfinosem zejména u casti exacerbaci chronickych
plicnich onemocnéni, kdy dvoudenni kultivace na semi-selektivnim médiu s naslednou
subkultivaci a pak identifikaci neni uspokojiva z hlediska potfeby ¢asného vedeni

racionalni antimikrobni 1é¢by.
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BE
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f
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Rep

™m
V1-9

bronchiektazie

cysticka fibréza

forward primer

Fluorescence resonance energy transfer, typ hybridizaéni sondy

analyza tani s vysokym rozliSenim, High resolution melting analysis

chronicka obstrukéni plicni nemoc (angl. COPD, chronic obstructive pulmonary
disease)

reverse primer

repetitivni  extragenova palindromaticka sekvence, Repetitive extragenic
palindromic sequence

teplota tani, melting temperature

variabilni oblasti 1-9 genu pro 16S rDNA
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10. PRILOHY
Priloha |

Pouzité chemikdlie, roztoky, reagencie ap  Fistrojové vybaveni

Kultivace bakterialnich izolatu:

Columbia krevni agar s ov¢i krvi PLUS (5%) (Columbia agar with sheep blood — 5 %,
PB5039A, Oxoid)

Burkholderia cepacia agar (PO0938, Oxoid)

McKay agar (Sibley a kol., 2010; pfipraveno na zakazku, Oxoid)

Cokoladovy agar s Vitoxem (Chocolate agar with Vitox, PO5090A, Oxoid)

Cokoladovy agar s bacitracinem a Vitoxem (Haemophilus selective agar — Chocolate agar
with Vitox and bacitracin, PO5097A, Oxoid)

MH bujon (Mueller-Hinton bujén, CM0405, Oxoid)

Komeréné dodavané kity a soupravy:

DNA isolation kit (IDNA250, GeneProof)

Haemophilus influenzae antiséra (200471, Denka Seiken)

kryobanka B (PP64, ITEST plus s.r.0.)

LightCycler® 480 High Resolution Melting Master (04909631001, Roche)
OPN test (2005, Diagnostics)

OXItest (10003324, PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.0.)

PathoDxtra Strep grouping kit (DR0O710M, Thermo Scientific)

RapID NF Plus panel (R8311001, Remel)

Rapid STR system (R4653052, Remel)

Chemikalie a reagencie:

96% etanol (24106, Sigma-Aldrich)

Acetonitril (34967-250ML, Sigma-Aldrich)

Agar6za (11404.07, Serva)

Benzylpenicilin E-test strip 0,002-32 ul/mL (412265, bioMérieux)

Cefepim disk (30 pg) (66098, Bio-Rad)

Deionizovana voda (dH,0)

Deoxynukleotidtrifosfaty (dGTP, dATP, dCTP, dTTP; 100 mmol/l) (U1330, Promega)
DNA loading dye (R0611, Thermo Scientific)

Erytromycin disk (15 pg) (66448, Bio-Rad)

GoodView Nucleic Acid Stain (Ecoli)

GeneRuler 50 bp DNA ladder (SM0373, Thermo Scientific)

HCCA (a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid) (C8982-10X10MG , Sigma-Aldrich)
Klindamycin disk (2 pg) (66328, Bio-Rad)

Kotrimoxazol disk (sulfamettoxazol/trimettoprim 1.25/23.75 ug) (68898, Bio-Rad)




Kyselina mravenci (FO507-100ML, Sigma-Aldrich)
LCGreen™Ps* (BCHM-ASY-0005, BioChem)

PCR olej (P043, Top-Bio)

PCR pufr — kompletni (10x) (T058, Top-Bio)

PCR voda (PCR-H;0) (P042, Top-Bio)

Penicilin (6 ug-10 IU) (67218, Bio-Rad)

PyroMark PCR kit (978705, Qiagen)

PyroMark Gold Q96 regents (972804, Qiagen)
PyroMark Q96 cartridge (979004, Qiagen)

PyroMark Q96 plate low (979002, Qiagen)

PyroMark annealing buffer (979009, Qiagen)
PyroMark binding buffer (979006, Qiagen)

PyroMark denaturation solution (979007, Qiagen)
PyroMark washing buffer (979008, Qiagen)
Streptavidin sepharose High performance (17-5113-01, GE Healthcare Life Sciences)
Tag polymeraza (T037, Top-Bio)

TBE 10x koncentrovany (93290-1L, Sigma-Aldrich)
Tetracyklin (30 pug) (67448, Bio-Rad)

Trifluoroctova kyselina (T6508-25ML, Sigma-Aldrich)

PouZité laboratorni vybaveni a software:

Automatické mikropipety Finnpipette + plastové sterilni Spi¢ky (10-1000 pl) (LabSystem)
Bakterialni klicky plastové o objemu 1 pl a 10 ul (Helago)
Bio-Rad CFX 96 termocykler (Bio-Rad)

Biohazard Clean Air flow-box (Schoeller Instruments)
Centrifuga Spectrafuge 24D (Labnet)

Elektroforeticka komora s pfislusenstvim (Fisherbrand)
Hlubokomrazici box s pfisluSenstvim (Sanyo)
Laboratorni inkubator (termostat) INCUCELL (BMT)
Desticka pro vzorky MALDI-TOF MS (Bruker)
MALDI-TOF-MS Microflex analyzéator (Bruker)
Mikrozkumavky typu Eppendorf (0,2 ml; 0,5 ml; 1 ml a 1,5 ml) (Eppendorf)
Mini-centrifuga (Labnet International)

Podlozni sklicka (DispoLab)

Pyromark Q96 ID sekvenator (Qiagen)

PyroMark Q96 vacuum Workstation (Qiagen)

RotorGene Q termocykler (Qiagen)

Rukavice (P-Lab)

Tepelny blok Thermo Shaker TS-100 (BioSan)

UV transiluminator G:BOX (Syngene)

Vortex-Genie2 (Scientific Industries)

Zdroj stejnosmérného napéti Powerpack P25 (Biometra)




Bio-Rad CFX Manager V1.6.541.1028 (Bio-Rad)

ERIC (Electronic RapIDCompendium) software for RaplD systems (Thermo Scientific)
MALDI Biotyper 3.0 (Bruker)

Rotor-Gene Q Series Software (Quiagen)

On-line databaze:

GenBank, prohledavani BLAST: Basic Local Alignment Search Tool (nucleotide blast,

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)



Priloha Il

Biochemickeé testy — vyhodnoceni RapID NF plus pro k

omplex Burkholderia cepacia

Pocet izolat t
Test Vysledek s uvedenym
vysledkem

ADH hydrolyza argininu - Zluta 28
TRD utilizace alifatickych thiol( - oranzova 28
EST hydrolyza triglycerid( + Zluta 28
PHS + Zluta 26
NAG | enzymaticka hydrolyza uréitého - bila 22
ooy | Bezbanere ST 2
BGLU | glykosidu/fosfoesteru - bila 28
ONPG - bila 28
URE | utilizace mocoviny - Zluta 28
GLU fermentace glukozy - zelend-modra 28

Po pfidani reagentu:

PRO + rdzova-fialova 28
PYR - bila 28
GeT | Sraymaticé hydroljza daného |, T 0 falova 28
TRY - bila 28
BANA - bila 28
IND utilizace tryptofanu - oranzova 28
NO; redukce dusi¢nanu na dusitany +/- Zluta/éervena 26/2

Poznamka: - negativni vysledek testu

+ pozitivni vysledek testu




Priloha Il

Biochemickeé testy — vyhodnoceni RapID STR pro skupi

nu Streptococcus milleri

Poéet izolat G

Test Vysledek s uvedenym
vysledkem
ARG | hydrolyza argininu + cervena 40
hydrolyza glukosidu za tvorby
ESC | esculetinu, ktery reaguje s + cerna 40
Zelezitymi ionty
MNL - cervend 0
SBL - Cervena 0
utilizace daného karbohydratu
RAF - Cervena 0
INU - cervend 0
GAL +/- quta/bezvbarevne 39/8
zmény
enzymaticka hydrolyza urcitého Yluta/bez barevné
GLU | pezbarvého p-nitrofenyl - zmény 8/32
substituovaneho Zluta/bez barevné
NAG | glykosidu/fosfoesteru +- zmény 4136
PO, + Zluta 40
Po pfidani reagentu:
TYR + fialova 40
HPR _ - bez barezvné zmény 0
hydrolyza arylamidu : 0
LYS + fialova 4
PYR - bez barevné zmény 0

Poznamka: - negativni vysledek testu

+ pozitivni vysledek testu




Priloha IV

Seznam druh G a vysledky identifikace MALDI-TOF MS, pyrosekvenco vani a PCR-
HRMA
. Nejvyssi dosazena drove 1 identifikace
Druh volat [ MALDI-TOF
izolat u MS- pyrosekvencovani | PCR-HRMA
Acmetobactgr bauma't'nnu, 5 druh rod geled
calcoaceticus, pittii
Acinetobacter ursingii 1 druh rod chybna
Actinomyces oris 5 druh druh rod
Aggreggtlbacter aphrophilus, 12 druh skupina 1* celed
segnis
Achrom_obacter ruhl_andn, 12 druh rod rod
spanius, xylosoxidans
Asaia bogorensis 1 zadna druh zadna
Bacillus licheniformis 2 druh zadna rod
Bacillus pumilus 3 druh druh rod
Bordetella bronchiseptica 3 druh rod druh
Brevibacterium casei 2 druh zadna Zadna
Burkholderia cepacia komplex
(B. cenocepacia, cepacia 28 druh komplex Celed
sensu stricto, multivorans)
Citrobacter freundii 2 druh druh skupina 3***
Corynebacterium amycolatum,
durum, propinquum, 18 druh rod rod
pseudodiphteriticum, striatum
Corynebacte'r'lum aurimucosum, 5 druh rod 5adna
matruchotii
Cupriavidus metallidurans 4 druh druh Celed
Delftia acidovorans 2 druh druh zadna
Eikenella corrodens 1 druh druh Celed
Enterobacter asburiae,
aerogenes, cloacae, kobei, 11 druh skupina 2** skupina 3***
ludwigii
Enterococcus faecalis 5 druh druh chybna
Erwinia persicina 1 druh rod Zzadna
Escherichia coli 4 druh druh skupina 3***
Gemella haemolysans, sanguinis| 16 druh zadna rod
Granulicatella adiacens 13 druh (7)/ druh druh

4dna (6)




Seznam druh G a vysledky identifikace MALDI-TOF MS, pyrosekvenco

vai a PCR-HRMA

- pokra €ovani
. NejvysSi dosazend urove n identifikace
Druh _Poget
izolat u MALaIS'TOF pyrosekvencovani | PCR-HRMA
Haemophilus haemolyticus, : celed .
influenzae 83 druh skupina 1* (80)/€§)ybna
Haemophilus parahaemolyticus 1 druh zadna celed
Celed
Haemophilus parainfluenzae 127 druh druh (123)22?)1ybné
Haemophilus pittmaniae 1 druh rod Celed
Chryseobacterium hominis 1 druh zadna zadna
Kingella denitrificans 5 druh druh Celed
Klebsiella oxytoca, pneumoniae 16 ggg:]gl?l))/ skupina 1* skupina 3***
Lactobacillus casei, paracasei 8 druh rod rod
Lactobacillus fermentum,
plantarum, rhamnosus, 16 druh druh rod
salivarius
Lactobacillus gasseri 1 druh rod rod
Lactobacillus kimchii 1 druh zadna rod
Lactococcus lactis 1 druh zadna Zadna
Micrococcus luteus 1 druh druh zadna
'V'Olfaxe”a catarrhalis, . 15 druh rod Celed
iguefaciens, nonliquefaciens
Neisseria flavescens, macacae 4 druh rod Celed
Neisseria oralis 1 zadna druh Celed
Ochrobactrum tritici 2 druh 74dnéa 74dnéa
Pannonibacter phragmitetus 2 druh druh zadna
Proteus mirabilis, vulgaris 7 druh skupina 1* skupina 3***
Pseudomonas aeruginosa 127 dzrggn(gz(g/ druh druh
Pseudomonas grimontii 9 druh rod druh
Pseudorr_?onas mendocina, 7 druh rod rod
veronii
Ralstonia pickettii 3 druh druh druh
Rhizobium radiobacter 1 druh Celed zadna
Rhodococcus kroppenstedtii 1 druh rod Zadna




Seznam druh G a vysledky identifikace MALDI-TOF MS, pyrosekvenco

HRMA - pokra €ovani

vani a PCR-

NejvysSi dosazend urove n identifikace

Druh Pocéet
izolat u MALaIS'TOF pyrosekvencovani | PCR-HRMA
Rothia aeria 8 druh rod rod
: , druh druh rod
Rothia _den_tocarlosa, 26 (25)/74dn4
mucilaginosa
1)
Serratia marcescens 3 druh druh skupina 3***
Staphyloco_ccus aureus, cohnii, 70 druh druh rod
epidermidis, hominis
Staphylococcus pasteuri 1 Zadna druh rod
Stenotrophomonas maltophilia 19 druh druh skupina 3***
Streptoc_o_ccu_s agalactiae, . 48 druh druh rod
massiliensis, parasanguinis
Streptococcus anginosus,
constellatus, dysgalactiae,
gordonii, intermedius, mitis, druh (339)/ | rod (350)/ zadna
: . . 351 | .., rod
oralis, peroris, pneumoniae, Zadna (12) D
pyogenes, salivarius,
sanguinis, vestibularis
Streptococcus infantis, 3 sadna druh rod
oligofermentans
Streptococcus mutans 5 druh zadna rod
Streptomyces scabiei, griseus 2 druh rod chybn&
Variovorax sp. 2 zadna rod Zadna
Nebylo identifikovano 8 - - -

*Skupina 1 zahrnuje rody Aggregatibacter, Haemophillus (haemolyticus a influenzae)

a Proteus.

**Skupina 2 zahrnuje rody Enterobacter a Klebsiella.
***Skupina 3 zahrnuje zastupce Celedi Enterobacteriaceae a druh Stenotrophomonas

maltophilia.




