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Abstrakt

Bakterie Staphylococcus aureus je v soucasnosti jednou z nejcastéji detekovanych
patogennich bakterii v laboratorni praxi. Problematickd je zejména z pohledu
antimikrobidlni rezistence. Dulezitym nastrojem v boji s timto patogennim
mikroorganismem je vhodna metoda jeho detekce, kterou by mohla byt metoda
izotermalni amplifikace zprostiedkované smyckou. Predklddand diplomova prace se
zabyva optimalizaci této metody pro detekci genu nuc bakterie Staphylococcus aureus.
Byl zaveden protokol pro detekci bakterie Staphylococcus aureus pomoci izotermalni
amplifikace zprostfedkované smyckou vyuzivajici nove navrzené ,,primery* cilici na gen
nuc. S cilem zlepsit limit detekce metody a bojovat s faleSnou pozitivitou negativni
kontroly byly provedeny kroky vedouci k optimalizaci metody. Metodou jsme byli
schopni béhem 20 minut bezpecné odliSit vzorky obsahujici templitovou DNA
o koncentraci 0,05 pg/ul od vzorku negativniho. Prostfednictvim optimalizovaného
protokolu bylo mozné spolehlivé identifikovat bakterii Staphylococcus aureus
v klinickych vzorcich odebranych z dechu pacientti. Vysledkem prace byl novy, rychly
a spolehlivy zptsob detekce bakterie Staphylococcus aureus metodou izotermdlni

amplifikace zprosttedkované smyckou.

Klicova slova: izotermdlni amplifikace DNA zprostfedkovand smyckou (LAMP),

Staphylococcus aureus, gen nuc



Abstract

The bacterium Staphylococcus aureus is currently one of the most frequently detected
pathogenic bacteria in laboratory practice. It is particularly problematic when it comes to
antimicrobial resistance. An important tool in the fight against this pathogenic
microorganism is a suitable method of its detection, which could be the loop-mediated
isothermal amplification method. The presented diploma thesis deals with
the optimization of this method for the detection of the nuc gene of the Staphylococcus
aureus bacterium. A protocol was established for the detection of Staphylococcus aureus
bacteria using loop-mediated isothermal amplification method using newly designed
"primers" targeting the nuc gene. To improve the detection limit of the method and to
combat false positives of the negative control, steps were taken to optimize the method.
Using the method, we were able to safely distinguish samples containing template DNA
with a concentration of 0.05 pg/ul from a negative sample within 20 minutes. Using
an optimized protocol, it was possible to reliably identify the bacterium Staphylococcus
aureus in clinical samples taken from the breath of patients. The result of the work was
a new, fast, and reliable method of detecting the bacterium Staphylococcus aureus using

the loop mediated isothermal amplification method.

Key words: loop mediated isothermal DNA amplification (LAMP), Staphylococcus

aureus, gene nuc
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Seznam zkratek a symbolu

AT
B3
BIP
BL
bp

Bst polymerasa

DMSO
DNA
dNTPs
EDTA
F3

FIP

FL

GC
LAMP
mecA
NASBA
nuc
PCR
RNA
SA

I'm

pomér bazi adenin a thymin
zadni vné&jsi ,,primer*

zadni vnitini ,,primer*
zadni smyckovy ,,primer*

pary bazi

DNA polymerasa izolovand z bakterie Geobacillus

stearothermophillus

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleotidtrifosfaty

kyselina ethylendiamintetraoctova

predni vnéjsi ,,primer*

pfedni vnitini ,,primer*

pfedni smyckovy ,,primer*

pomér bazi guanin a cytosin

1zotermalni amplifikace DNA pomoci smycek
gen S. aureus pro protein vazajici penicilin 2a
amplifikace zalozena na sekvenci nukleové kyseliny
gen S. aureus pro thermonukleasu
polymerasova fetézova reakce

ribonukleova kyselina

Staphylococcus aureus

teplota tani [°C]
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Uuv

AG

ultrafialové zareni

Gibbsova volné energie [kcal/mol]
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1 Uvod

Amplifikace nukleovych kyselin je jednou z moznych a pomérné dobife dostupnych
zpisobil detekce patogennich mikroorganismil. Nejpouzivanéj$i metodou amplifikace
nukleovych kyselin je metoda polymerasové fetézové reakce (PCR, z angl. polymerase
chain reaction). V soucasnosti se ale krom¢ metody PCR, at’ uz pro detekci bakterii
¢i virll, nabizi i mnozstvi dal$ich alternativ zaloZzenych na riznych, ale ¢asto podobnych
principech jako pravé PCR. Jedna se napiiklad o metody jako je amplifikace
s vytésnovanim fetézce [ 1], transkripni amplifikacni systém [2], NASBA (z angl. nucleic
acid sequence-based amplification) [3], amplifikace zavisla na helikase [4] nebo metoda
izotermalni amplifikace zprosttedkované smyckou (LAMP, zangl. loop mediated
isothermal amplification). Metoda LAMP je molekularné-biologicky pfistup vhodny pro
detekci bakteridlnich a virovych patogenti, ktery je pfistrojoveé nendro¢ny, velmi citlivy
a specificky [5]. Detailnimu popisu metody LAMP se vénuji zejména v teoretické ¢asti

predkladané diplomové prace.

V praktické ¢asti diplomové prace navazuji na cast teoretickou a vénuji se metodé
LAMP pro detekci bakterie Staphylococcus aureus (dale oznaCovana jako SA4),
ktera zplsobuje akutni infekce hornich cest dychacich. Bakterie S4 se mimo jiné
vyznacuje zvySenou rezistenci na antibiotika [6]. Antibioticka rezistence je podle Svétové
zdravotnické organizace, amerického Stiediska pro kontrolu a prevenci nemoci a dalSich
svétovych organizaci jednim z hlavnich problémi 21. stoleti [7-9]. Jednim ze zpiisobt,
jak dané¢ rezistenci ptedchazet, je v€asna a spravna detekce patogenu umoziujici nasazeni
spravné terapie. Vhodnou metodou detekce by mohla byt pravé metoda LAMP.
Cilem praktické ¢asti tak bylo otestovat jiZz navrZené ,,primery* pro detekci bakterie S4,
nasledné navrhnout ,,primery vlastni a optimalizovat metodu LAMP tak, aby byla
vhodna pro detekci bakterie SA ve vzorcich pacientd s akutni infekei hornich cest

dychacich.
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1.1 lzotermalni amplifikace zprostredkovana smyékou (LAMP)

Vroce 1998 japonskd spolecnost Eiken Chemical Co., Ltd. vyvinula a nasledné
v roce 2000 publikovala metodu LAMP. Jednéd se o metodu amplifikace nukleovych
kyselin navazujici na metodu PCR [5]. Amplifikacni reakce probihd pti konstantni teploté
60-70 °C, coz ¢ini metodu vyhodnou z hlediska pfistrojové nenaro¢nosti — neni nutné
pouziti termocykleru jako napt. pti PCR. Zachovani konstantni teploty je umoznéno diky
vlastnostem specialni polymerasy, jako je napt. Bst polymerasa, ktera je schopna odd¢lit
od sebe vldkna dvousroubovice DNA =za souCasné syntézy fetézce nového
(tzv. dislokdzova aktivita). Neni tedy nutné =zvySeni teploty pro denaturaci

dvousroubovice DNA a nasledné stfidani teplot tak, jako je tomu v ptipadé PCR [5].

Krom¢é nukleové kyseliny, kterou chceme amplifikovat a Bst polymerasy,
obsahuje standardni reakéni smés pro LAMP jesté deoxynukleotidtrifosfaty (dNTPs),
pufr, MgSO4 a sadu ctyf ,,primerd” neboli kratkych sekvenci oligonukleotid
rozpoznavajici specifické tiseky na vldkné templatové DNA [5]. Pro urychleni reakce

muzeme navic pfidat jeden az dva tzv. smyckové ,,primery* [10].

Vyhodami metody jsou jiz zmin€nd pfistrojova nenarocnost, provedeni reakce
v uzaviené zkumavce za konstantni teploty a vyssi specifita reakce [11,12]. Metoda
LAMP také nabizi mnozstvi pfistuptl, jak produkty amplifikace detekovat. Produkty
amplifikace tak mizeme detekovat naptiklad turbidimetricky [13], fluorescencné [14]
¢i kolorimetricky, kdy miiZeme pozorovat zménu barvy indikatorti nasledkem zmény pH
reakéni smési [15]. V soucasnosti probihd intenzivni vyzkum v oblasti pouZitelnosti
metody nejen pro detekci bakteridlnich patogenii, a to jak v medicing,

tak 1 v potravinaistvi [12].

1.1.1 Princip metody LAMP

amplifikacni, elongacni a recyklac¢ni fadze. Pro pochopeni principu, jak amplifikacni
reakce probiha, je nejprve nutné popsat ,,primery* a sekvence, které jednotlivé ,,primery*
rozpoznavaji na vlaknech templatové DNA. ,,Primery* pro zakladni LAMP reakci byly
v pivodni praci Ctyfi [5], mize jich ale byt az Sest ptidanim smyckovych ,,primera* [10].
Hovofime tedy o dvou ,primerech® vnitinich, které oznacujeme pomoci zkratek
FIP (z angl. forward inner primer) a BIP (z angl. backward inner primer),

a dvou ,,primerech® vngj$ich, oznacovanych pomoci zkratek F3 (z angl. forward outer
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primer) a B3 (z angl. backward outer primer). Smyckové ,,primery* oznacujeme jako FL
(z angl. forward loop) a BL (z angl. backward loop). Vnitini ,,primery* FIP a BIP
obsahuji standardné 45-49 pari bazi (bp, z angl. base pair). ,,Primer FIP se sklada ze
dvou casti, a to Flc a F2. ,,Primer* BIP se rovnéz sklada ze dvou ¢asti, a to Blc a B2.
Vnéjsi ,,primery* F3 a B3 standardné obsahuji 21-24 bp a v reakéni smési se nachazeji

v nizsi koncentraci nez FIP a BIP [5].

Sekvence na vldknech DNA, se kterymi jsou ,,primery*“ komplementarni,
oznacujeme nasledovné: ve sméru od 3°-5" tj. na nekddujicim fetézei je oznacujeme jako
F3c, F2¢, FL, Flc a ve sméru od 5°-3" konci, tj. na kddujicim fetézci, je oznacujeme jako
Blc, BL, B2c a B3c [5]. Znazornéni rozmisténi rozpoznavacich sekvenci na vlaknech
templatové DNA a ,primery* k sekvencim komplementarni je na obrazku 2.1.

3 Flc
F2 FIP
3

Flc Templatova DNA Bl BLe B2 B3

5
- g = — 3
B3 F2 FLe Fl Ble BL B2ec B3c

3, 5
3‘-5'
37 -

BIP B2 )
Ble 3

Obr. 1.1 Schéma rozmisténi rozpoznavacich sekvenci na kodujicim a nekédujicim vlaknu
templatové DNA a znazornéni ,primera®“. Na nekodujicim vlakné templatové DNA se
nachdzeji rozpoznavaci sekvence F3c, F2c, FL a Flc. Na vlakné kodujicim se nachazeji
rozpoznavaci sekvence Blc, BL, B2¢c a B3c. FIP se sklada ze sekvenci Flc a F2. F2 ¢ast FIP
»primeru® rozpoznava sekvenci F2c¢ na vlakné templatové DNA. BIP se sklada ze sekvenci Blc
a B2. B2 ¢ast BIP ,,primeru” rozpoznava sekvenci B2c na vlakné templatové DNA. ,,Primer* F3
rozpoznava na vlakné templatové DNA sekvenci F3c a ,,primer* B3 rozpoznava sekvenci B3c.
,Primer* FL rozpoznava sekvenci FLc, ,,primer* BL rozpoznava sekvenci BLc. Obrazek pievzat
aupraven z [16].

Pro zjednoduseni reakéniho mechanismu uvazujeme jedno vldkno templatoveé
DNA od 3°-5" konci a reakci vyuzivajici Ctyfi ,,primery®. Pro druhé vldkno je pribéh
reakce analogicky. Amplifikace DNA pomoci Bst polymerazy (viz. obrazek 2.2 na strané
15) je zahgjena rozpletenim vldken dvousroubovice a hybridizaci F2 Casti vnitiniho FIP

,primeru se sekvenci F2¢ na vlakné templatové DNA a polymerasa za¢ne syntetizovat
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vlakno komplementarni ve sméru od 5°-3" konci (krok 1). Vnéjsi ,,primer* F3 nasledné
hybridizuje se sekvenci F3c na vlakné templatové DNA a dochazi k vytésnéni vldkna
vytvoten¢ho FIP ,,primerem* (kroky 2 a 3). Vyté€snéné jednovlakno pak vytvoii smycku
na 5" konci (krok 4) [5].

Tato jednovldknovd DNA se smyckou na 5° konci obsahuje rozpozndvaci
sekvenci pro BIP ,primer*. B2 ¢ast BIP ,primeru” hybridizuje s B2c rozpoznavaci
sekvenci na vlakn€ DNA, je zah4jena syntéza vldkna komplementarniho za soucasného
otevieni smycky na 5 konci (krok 4). Nasledn¢ ,,primer* B3 hybridizuje s B3c
rozpoznavaci sekvenci na vlaknu vytvoreném FIP ,primerem®, dochézi k amplifikaci
a odd¢leni vlakna syntetizovaného BIP ,,primerem* (krok 4). Oddélené vldkno vytvorené
BIP ,,primerem® vytvoii na 3" a 5" konci smycky diky pfitomnosti komplementarnich
sekvenci a struktura takto ziskaného DNA produktu pfipomind svym tvarem cinku

(krok 5) [5].

F3c F2¢ Flc  Target gene Bl B2 B3

Be F2 Fl Bl B2 B3
{]} Gk [ [ 5°
7 e
= , k=
F3  Fle
Fic F2c  Flc Bl B2 B3
(2) 3 ol — 3
5 g KN
, F2  Fl Ble B2c  Bic
Flc
Fle _F2 _F] Ble B2c  Bic
3) 5 e EEERe——— i
Fl Blc B2 B
L @ -umm : e

4 F2 il
(4) ._-WFL: ch‘k-

Flc Bl oy
5) 2N -

Fl Blc

s F2¢ cilovou sekvenci templatové DNA a dochazi k syntéze komplementarniho vladkna
(kroky 1 a 2). Nasledné dochazi k hybridizaci F3 ,,primeru® s rozpoznavaci sekvenci F3c a je
zahajena syntéza komplementarniho vladkna (krok 2), pficemz dochazi k oddéleni vlakna
syntetizovaného FIP ,,primerem® (krok 3). Dochazi k tvorbé smycky na 5° konci a k nasednuti
B2 casti BIP ,primeru“ na B2c rozpoznavaci sekvenci na templatové DNA (krok 4).
Zaroven dochazi k nasednuti B3 ,,primeru‘ na jednovlakno a oddélovani vlakna syntetizované¢ho
BIP ,,primerem‘ (krok 4). Vznika produkt pfipominajici svym tvarem ¢inku (krok 5). Obrazek
pievzat z [17].
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na tadu dalsi faze amplifikace, tzv. cyklickd elongacni faze (viz. obrazek 2.3).
Na cyklické elongac¢ni fazi se podileji zejména ,,primery* FIP a BIP. Na 3" konci
sekvenci F2c a naslednd syntéza probiha az k sekvenci Blc (krok 5). Zaroven probiha
syntéza vedena FIP ,primerem* od rozpoznavaci sekvence F1 (kroky 5 a 8). Analogicka
situace nastava na 5° konci, kde je syntéza vlakna zahajena hybridizaci B2 c¢asti BIP
,primeru s rozpoznavaci sekvenci a zaroven probiha syntéza vedena BIP ,,primerem*
od rozpoznévaci sekvence B1 (kroky 6 a 7). Opakované nasedani FIP a BIP ,,primeru*

produkty riaznych velikosti podle poc¢tu vzniklych smycek (kroky 9 a 10) [5].
(10)

=
\a {I]}%

.....

(kroky 5 a 7). Vznikd dvojvladkno a na ném dochazi k syntéze vedené FIP ,primerem®
od rozpoznavaci sekvence F1 a BIP ,,primerem* od rozpoznavaci sekvence B1 (kroky 6 a 8).
Nasledné dochazi k opakovanému nasedani FIP a BIP ,primeru® (kroky 9 a 10). Dochazi
k masivni amplifikaci, a dale ke vzniku mnozstvi produkti sriznym poctem smycek.
Obrazek prevzat z [17].
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Metoda LAMP s pouzitim ¢tyt ,,primert” poskytuje vysledky amplifikace
pfiblizné do 30 minut. Podle popsané¢ho mechanismu reakce je vysledkem amplifikace

mnozstvi produktl o razné délce, ktera zavisi na poctu vytvorenych smycek [5].

Na stejnych principech je zalozena i metoda se Sesti ,,primery*“. Reakce probiha
stejnym mechanismem az do elongacni a recyklacni faze jako metoda se Ctyimi
Lprimery*. Smyckové ,,primery* dosedaji na smycky vytvorené v elongacni a recyklacni
fazi (podobn¢ jako ,,primery FIP a BIP) a dochazi k elongaci vlaken s témito ,,primery*
za vzniku novych struktur. Smyckové ,,primery“ pak prokazatelné snizuji dobu reakce na

méné nez polovinu ptivodniho ¢asu [10].

1.1.2 Bst polymerasa

Dulezitou soucasti pro pribéh LAMP reakce je specialni DNA polymerasa,
kterd umoziuje prubéh reakce za izotermélnich podminek. Bst polymerasa je izolovana
z bakterie Geobacillus stearothermophilus. Prostorova struktura Bst polymerasy je
znazornéna na obrdzku 2.4 na strané¢ 18). Jednd se o DNA polymerasu typu I,
ktera se vyznacuje schopnosti rozvolnovat vldkna dvousroubovice DNA pii teplotnim
optimu enzymu, tj. 65 °C za soucasné syntézy vlakna komplementarniho, tedy disponuje
tzv. ,,dislokasovou aktivitou* [18]. Bst polymerasa je stabilni do teploty kolem 70 °C
[18,19]. Mimo jiné mé Bst polymerasa schopnost reverzni transkripce [20]. Schopnost
reverzni transkripce Bst polymerasy je pomérn¢ slabd, proto se pro detekci virové RNA
do reakcni smési spolu s Bst polymerasou piidava jesté¢ reverzni transkriptasa a oba

enzymy jsou inkubovany pfi stejné teploté [21].

Byly vyvinuty konstrukty Bst polymerasy, které jsou termostabilnéjsi, maji vyssi
efektivitu amplifikace, reakéni rychlost ¢i vyssi toleranci vuci inhibitorim [19,22].
Divoky typ Bst polymerazy disponuje 5°-3° exonukleasovou aktivitou, ale v komeréné

dostupnych konstruktech doména s exonukleasovou aktivitou ¢asto chybi [18,23].
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Obr. 1.4 Prostorova struktura Bst polymerasy. Struktura Bst polymerasy byla vytvofena
programem Pymol 1.7.4.5 Edu. Kéd v PDB databazi 1XWL [18].

1.1.3 ,,Primery“ pro LAMP metodu a klicova kritéria pro jejich navrh

Pro névrh ,primerd*“ je nejprve nutné vybrat ¢ast sekvence DNA, kterou chceme
prostfednictvim LAMP amplifikovat. Nejvhodnéjsi je volit sekvence o délce maximalné
200 bp, protoze délka amplifikované sekvence je limitovana dislokasovou aktivitou
Bst polymerasy. Plati, ze ¢im delsi je sekvence amplifikované DNA, tim je vytézek
amplifikace nizsi [5]. V ptipadé€, Ze chceme pomoci LAMP diagnostiky identifikovat
konkrétni mikroorganismus, je vhodné vybirat gen specificky pro dany mikroorganismus

a zaroveil je nutné, aby sekvence byla dostatecné konzervovana pro vSechny existujici

kmeny daného mikroorganismu [24].

Navrh ,,primert“ pro LAMP je pomémé komplikovany, protoze musime brat
v potaz Skalu kritérii, jako je naptiklad délka ,primeru“, teplota tani ,,primerd“
(T'm, z angl. melting temperature), % zastoupeni GC pard, stabilita 3¢ a 5° konce, ¢i tvorba
sekundérnich struktur a moznost vzajemné hybridizace mezi jednotlivymi ,,primery*.
Pro zjednoduseni navrhu ,,primerd* ¢asto vyuzivame rizné pocitacové softwary, jako je
naptiklad PrimerExplorer (dostupny z https://primerexplorer.jp/e/) nebo NEB LAMP
Primer Design Tool (dostupny z https://lamp.neb.com/#!/) [16,25,26].

Jak uzZ bylo zminéno, dilezity parametr nejen pro LAMP ,,primery*, ale naptiklad
1pro PCR ,,primery* je obsah tzv. GC part v zavislosti na sekvenci bazi templatové DNA.

Pokud je templatovd DNA bohatd na GC baze, pak by ,primery* pro LAMP mély
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obsahovat 50-60 % GC bazi. Pokud je naopak templatova DNA bohata na AT baze,
pak by ,,primery* mély obsahovat 40-50 % GC bazi [27].

Kritérium obsahu GC nebo AT bazi je dulezité i pro Tm, kterd v kontextu
nukleovych kyselin znamenda teplotu, pifi které je polovina dané DNA ve formé
dvouvlédknové a druhd polovina ve formé jednovlaknové. Sekvence a délka jednotlivych
,primert“ je pak volena tak, aby jejich T spadala do urcitého rozmezi, daného nejen
poctem GC nebo AT part, ale také teplotnim optimem Bst polymerasy. V piipade¢,
ze je dany ,,primer* bohaty na GC pary, méla by jeho Tm F2 a B2 casti FIP a BIP
»primerd* spadat do rozmezi 60—65 °C, coz je zarovei teplotni optimum Bst polymerasy.
V opacném piipadé je-li ,primer” bohaty na AT pary, m¢la by jeho 7Tm spadat
do teplotniho rozmezi 55-60 °C [5, 27]. Pfi navrhu ,primeri* je také zohlednéna
Tm specifickych sekvenci DNA, a to Blc a Flc, ktera by méla byt o néco vyssi nez B2
a F2. Tato T je zohlednéna z toho diivodu, aby doslo k okamzitému vytvoreni smycky
hned po uvolnéni jednovldknové DNA ztemplatu béhem amplifikace. Pro vnéjsi
»primery* F3 a B3 se voli 7m 0 néco nizsi, a zdroven je nizsi i jejich koncentrace v reakéni
smési, abychom zvysili pravdépodobnost, Ze k syntéze DNA bude nejdiive dochazet

od vnitinich ,,primert* FIP a BIP [5].

Pfi ndvrhu ,primeri*“ je také dilezit¢ zohlednit 3~ konec ,,primeru®,
ktery by nemél obsahovat velké mnozZstvi AT bazi a nemél by byt komplementarni
k jinym ,primerim®“. Zamezenim takovéto komplementarity muzeme predchazet
vzajemné hybridizaci mezi ,,primery*, kdy mlZe dochéazet k nespecifické amplifikaci,
kterd je moznym zdrojem falesné pozitivity. K faleSné pozitivit¢ mize dochazet pii
nespecifické amplifikaci homo nebo heterodimert ,,primert“ nebo sekundarnich struktur
na vlakné¢ samotného oligonukleotidu [28]. Konce ,,primerd* by mély byt stabilni a uvadi

se, ze Gibbsova volna energie AG by méla byt mensi neZ — 4 kcal/mol, protoZe konec

»primeru® slouzi jako vychozi bod pro dalsi syntézu DNA [27].

1.1.4 Detekce a vizualizace vyslednych produkta LAMP

Pribéh amplifikace DNA metodou LAMP mutzeme sledovat nékolika zptlisoby:
horizontalni agarosova elektroforéza [14], turbidimetrickd detekce [13], detekce za
pouziti indikatorti hofe¢natych iontti [29], fluorescen¢ni detekce [14] ¢i kolorimetricka

detekce, zalozena na zméné€ pH reakéni smési [15].
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1.1.4.1 Horizontalni agarosova elektroforéza

Horizontalni agarosova elektroforéza se tradi¢né provadi v pritomnosti ethidium
bromidu jako interkala¢niho Cinidla a je vyhodnocovana pod ultrafialovym zarenim
(UV, z angl. ultra violet). Alternativou ethidium bromidu mtze byt napt. SYBR Green I
nebo PicoGreen [16,30]. Jedna se o analyzu reakéni smési, kterd je provedena az po
probéhnuti LAMP reakce, neni tak mozné sledovat pribéh reakce a vznik produkti
v realném cCase. Jeji nevyhodou je ¢asova narocnost oproti jinym stanovenim a nutnost
oteviit zkumavku s reakéni smési, ¢imz muize dojit ke kontaminaci produkty piedchozi
reakce pii dal$im stanoveni a tim k faleSné pozitivnim vysledkim [31].
Vysledkem analyzy je nckolik signalti znalici pfitomnost produkti rtzné délky,
coz odliSuje metodu od jinych metod, jako je napt. PCR, kde je signal typicky pouze jeden
[5,27].

1.1.4.2 Turbidimetrické stanoveni

V pribéhu LAMP reakce vznika béhem amplifikace DNA bild srazenina
difosforeCnanu hote¢natého reakci molekuly pyrofosfatu, kterd vznikd pii navédzani
nukleosid monofosfatu do fetézce DNA, s hofeCnatymi ionty, které jsou piitomny
v pufru. Tato sraZzenina mize byt detekovdna prostfednictvim turbidimetru nebo
spektrofotometru [13]. Detekce typicky probiha aZ po skonceni LAMP reakce, nicméné
vznik sraZeniny je mozné detekovat i v prib¢hu reakce, kdy hovoifime o tzv. turbidimetrii
vredlném case. Vyhodou turbidimetrie v redlném case je moZznost vznikly produkt
kvantifikovat [32]. Vzhledem k nutnosti pouziti detek¢nich ptistroji se jednd o pomérné
drahy zplsob detekce. Alternativu predstavuje centrifugace, kdy se sraZenina
difosforeCnanu hotfec¢natého usadi na dné reakéni zkumavky a mize byt detekovéana

pouhym okem [33].

1.1.4.3 Detekce pomoci kalceinu

Pouhym okem muzeme také sledovat barevnou zménu znacici ubytek volnych
hotecnatych ionti. Dochazi ke zméné fluorescence chelatacniho c¢inidla, jako je
naptiklad kalcein. Kalcein vstupujici do reakce vyzaduje v tomto piipadé ptidavek
manganatych iontil, které vazbou na kalcein fluorescenci kalceinu zhasi. V prub¢hu
LAMP reakce jsou manganaté ionty z kalceinu vyvazany uvolnénym pyrofosfatem za
vzniku difosfore€nanu manganatého, coZz vede ke zvySovani fluorescence kalceinu.

Fluorescence kalceinu je navic umocniovana vazbou iontll hofecnatych, které nahradi

20



ionty manganaté, a je dobfe pozorovatelnd pod UV zédfenim nebo ve viditelném spektru

barevnou zménou z oranzové barvy na barvu zelenou [29].

1.1.4.4 Fluorescencni detekce

Pti pozorovani fluorescence reakéni smési miizeme vyuzit i jiné vhodné barvivo,
jako je naptiklad SYBR Green I. Detekce muze byt opét provedena i bez pouziti
fluorimetru, a to pouhym okem. V ptipadé SYBR Green I dochéazi ke zméné z oranzového
zabarveni na zelené v ptipad¢ pozitivniho vysledku [27]. Zména je nejlépe pozorovana
pod UV zafenim nebo modrym svétlem v kombinaci s oranzovym filtrem. Jedna se
o rychly zpisob detekce, ktery je financné nendroCny. Vznikly produkt muizeme
kvantifikovat za pouziti interkala¢niho barviva prostfednictvim fluorimetrie v realném
Case, podobn¢ jako pfi kvantitativni PCR [34-36]. Toto méteni v redlném cCase vSak
zvySuje finanéni naro¢nost metody z diitvodu pouziti instrumentace vhodné pro méteni

fluorescence.

1.1.4.5 Detekce pomoci acidobazickych indikatort

Kromé¢ odstépovani molekuly pyrofosfatu pti ptipojovani ANTPs polymerasou do
nové vznikajictho fetézce DNA dochazi kuvolnéni protonu z hydroxylové
skupiny deoxyribosy. Protony, které vznikaji béhem LAMP reakce tak snizuji pH reak¢ni
smési. Pfiddnim vhodného acidobazického indikdtoru muzeme pozorovat zménu
zabarveni reak¢éni smési, ktera indikuje zménu pH. Pfikladem takového acidobazického
indikéatoru je naptiklad fenolovad nebo kresolova cerven. V piipadé pouziti téchto
indikatori pozorujeme zménu zabarveni reakéni smési z rizové na oranZovou az zlutou

v piipad¢, ze probiha LAMP reakce [15].

1.1.5 Vyhody a nevyhody LAMP

Oblibenost metody LAMP v poslednich letech prudce vzrostla zejména v souvislosti
s pandemii COVID-19 [37-39]. Pouzitim vyS$§iho poctu ,primert“, které cili na
specifickou sekvenci, dosahujeme vyssi specifity a rychlosti reakce nez pii pouziti Ctyt
,primert“ [5]. Metoda LAMP je v porovnani s PCR 10x az 100x citlivéjsi [40]. Vysledek
LAMP je znam obvykle do 30 minut. Vzhledem k izotermalnimu prabéhu LAMP reakce
je mozné pouzit levny termoblok nebo vodni lazn€ [5], ¢imz odpadad nutnost pouziti
finan¢n¢ nakladného termocycleru. V neposledni fad¢ vyhodnoceni vysledkii mizeme
provést pouhym okem a bez nutnosti pouziti slozitych a drahych detek¢nich systémd.

Diky svym vyhodam je tak LAMP vhodnéjsi pro testovani v misté potieby (tzv. ,,point of
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care testing™), jako tomu bylo napiiklad béhem pandemie
COVID-19 [41-43]. Pro své nesporné¢ vyhody doporucila Svétova zdravotnicka
organizace v roce 2016 LAMP jako vhodnou metodu detekce bakterie Mycobacterium

tuberculosis [44].

Nevyhodou je jiz zminény naro¢ny névrh ,,primert“ a nutnost znalosti sekvence
nukleové kyseliny, kterou chceme amplifikovat stejné jako v ptipadé PCR. Oproti PCR,
kde jsou typicky potieba dva ,,primery“, LAMP vyZzaduje ¢tyfi az Sest ,,primert [5].
Spravnym ndvrhem ,,primert“ ale muzeme castecné piedchdzet faleSné pozitivite.
Falesné pozitivni vysledek je takovy vysledek, kdy reakéni smés neobsahuje cilovou
DNA, ale piesto detekujeme signal znacici pfitomnost amplifikované DNA.
Falesnad pozitivita je zplUsobena bud’ kontaminaci produkty piedchozi reakce, nebo
nespecifickou amplifikaci napf. dimerd ,primera” [28]. Kontaminaci produkty
predchozich reakci vSak miizeme zabranit predevSim spravnou laboratorni praxi.

V nasledujici podkapitole 1.1.6 je diskutovdno, jak mulzeme metodu LAMP

optimalizovat, abychom alespoii ¢astecné kompenzovali jeji nedostatky.

1.1.6 Optimalizace metody LAMP

Moznosti, jak metodu LAMP optimalizovat je nékolik. Casto staéi upravit teplotu,
pfi které reakce probihd, tak, aby byla co nejoptimalné€j$i pro nasedani ,,primerd*
a aby zaroven spadala do teplotniho optima pouzité polymerasy. ZvySenim nebo snizenim
teploty napiiklad o jeden stupent mizeme zamezit nespecifické amplifikaci zptisobené
»primery® [45-47]. Kromé& teploty mlZeme zaroven upravit objem reak¢éni smési,

zatimco koncentrace jednotlivych sloZek ziistane zachovana [48-50].

Kromé teploty a objemu reakéni smési je jednim z parametrd, které muzeme
upravit, i koncentrace ,primera“ [45,51]. Je vSak nezbytné mit na paméti,
ze je doporuceno, aby byla koncentrace vnéjsich ,,primera* F3 a B3 niz8i nez koncentrace
vnitinich ,,primera* FIP a BIP [5]. Doporucena koncentrace ,,primerid* v reakéni smeési
je tak vétSinou udavana vyrobci komerénich souprav, a to tak, ze doporuc¢ena koncentrace
»primert F3 a B3 je 0,2 uM, FIP a BIP 0,8-1,6 uM a smyckovych ,,primert“ FL a BL
0,4-1,0 uM [52,53]. Pouziti niz§iho poctu ,,primeri*, naptiklad pouzitim péti ,,primerti‘
misto typickych Sesti ,,primeri*, miZzeme pravdépodobnost nespecifické amplifikace také

sniZit. Zaroven je ale pravdépodobné, Ze dojde ke snizeni rychlosti amplifikace [54].

Dalsi slozkou LAMP, jejiz koncentraci v reakéni smési muzeme upravit, je pak
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koncentrace hotecnatych iontli [46,55]. Optimalni koncentrace hotecnatych iontil
v reakéni smési je pro LAMP stejné dilezitd jako pro PCR, zejména pro spravnou funkci
DNA polymerasy. V piipadé LAMP reak¢ni smési, byva koncentrace hofecnatych ionta
4-8 mM [52,56,57].

Jednou z moznosti optimalizace je také ptidavek nékterych cinidel, jako je
naptiklad betain [57], dimethylsulfoxid (DMSO) [58] nebo uracil-DNA-glykosylasa [59].
Aminokyselina betain (N,N, N-trimethylglycin) je destabiliza¢ni agens, ktery naruSuje
patrové interakce mezi bazemi a snizuje riziko nespecifické amplifikace. Je dilezité
optimalizovat koncentraci betainu v reakéni smési — pfili§ nizk4 koncentrace nemusi mit
zadny efekt na snizeni faleSné pozitivity, pfili§ vysokd koncentrace miize snizovat
efektivitu amplifikace [60]. Podobné vlastnosti jako mé betain ma i DMSO. Ptili§ vysoka
koncentrace betainu, tak i DMSO vS$ak muze inhibovat aktivitu Bst polymerasy [58].
Falesné pozitivit¢ mizeme zamezit, mimo pouziti betainu nebo DMSO, pouzitim
hydrolytického enzymu uracil-DNA-glykosylasa. Tento enzym odstraniuje z DNA uracil,
jehoz pfitomnost v DNA je déna moznou deaminaci cytosinu, piipadné chybnou
inkorporaci ANTP pii syntéze DNA [61,62]. Zamérnou inkorporaci uracilu do produktt
predchozi LAMP reakce a néslednou inkubaci s uracil-DNA-glykosylasou tak miizeme

sniZit riziko kontaminace dalSich inkubacénich smési (tzv. carry-over kontaminace) [59].

1.2 Charakterizace bakterie Staphylococcus aureus

Jednim z nejcastéji identifikovanych patogent v klinickych laboratotich je bakterie SA.
Je to grampozitivni, nepohyblivy, fakultativné anaerobni kok, ktery byva pfirozenou
soucasti bakterialni mikrofléry hornich cest dychacich a ktize [63]. Druhové jméno
aureus (tzn. zlaty) je odvozeno od zlutého pigmentu, ktery nékteré kmeny bakterie

produkuji [64].

Bakterie SA je jednim zhlavnich patogenii problematickych z pohledu
antimikrobidlni rezistence. Brzy po objevu penicilinu a jeho pouzivani v klinické praxi
bylo zjisténo, Ze SA vykazuje znamky rezistence na penicilin a produkuje B-laktamasu
hydrolyzujici  B-laktamovy  kruh penicilinu  [65]. Nasledovalo pouzivéani
semi-syntetického penicilinu — methicilinu [66]. PouZivani methicilinu vSak také nemélo
ptili§ dlouhého trvani [67]. V soucCasnosti se totiz potykdme s celosvétovym problémem,
kterym je methicilin-rezistentni S4 [68]. K rezistenci piispiva nejen produkce enzymu

B-laktamasy, ale také pfitomnost genu mecA, ktery koduje protein vazajici penicilin 2a,
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coz je transpeptidasa podilejici se na tvorbé bunééné stény, kterd neni methicilinem

inhibovana [66,69].

1.2.1 Patogeneze a faktory virulence bakterie Staphylococcus aureus

Prestoze SA4 prirozené osidluje kiizi a oblast nosohltanti cloveéka i zvitat, mize pti oslabeni
imunitniho systému hostitele vyvolat riznd onemocnéni, jako jsou napiiklad kozni
zanéty, alimentarni onemocnéni, pneumonie nebo syndrom toxického Soku, sepse aj.
[70]. Produkuje tadu biologicky aktivnich latek, jako jsou enzymy a toxiny,
které se v patogenezi stafylokokovych onemocnéni uplatituji. Tyto latky mizeme rozdélit

do tfi skupin, a to adhezivni faktory, propagacni a transportni faktory a toxiny.

Mezi adhezivni faktory fadime plasmakoagulasu (volna koagulasa)
a nebo tzv. shlukovaci faktor (vazana koagulasa), coz je antigen na povrchu S4, ktery
napomaha shlukovani bakteridlnich bunc¢k [71]. VétSina virulentnich kment SA4
produkuje plasmakoagulasu, proto je povazovana za jeden z rozhodujicich znakl pfi
identifikaci bakterie SA4 [64]. Mezi adhezivni faktory také tadime produkty
polysacharidové povahy, které umoznuji bakteriim vazat se na povrch a hraji roli

v patogenezi, zejména pii tvorb¢ biofilmu [72].

SA produkuje tadu hemolysini (a, B, y, 0), které fadime mezi propagacni
a transportni faktory [64]. Hlavni roli v patogenezi ma a-hemolysin. Jedna

se o polypeptid, ktery porusuje bunéénou membranu eukaryotickych bunék [73].

Nesmime opomenout ochranné faktory a toxiny, jako jsou naptiklad exoproteiny
chranici S4 pfed obrannymi mechanismy napadeného organismu, jako je naptiklad
Panton-Valentiniiv leukocidin. Ten poruSuje integritu buné¢né membrany leukocytl
tvorbou pori [74]. Mezi piivodce toxikoz pak mlzeme zatadit tieba exfoliatin [75],
toxin syndromu toxického Soku [76] a stafylokokové enterotoxiny, které jsou zodpoveédné

za vyvolani alimentarniho onemocnéni [77].

1.2.2 Identifikace bakterie Staphylococcus aureus prostrednictvim LAMP
Bakterie je v soucasnosti identifikovana prostiednictvim kultivaénich metod
s posouzenim typickych znak a/nebo prostfednictvim biochemickych testt.
Tato identifikace trva Casto az 48 hodin, ¢imZ odkladame nasazeni spravné terapie ¢imz
dochdzi k prodlevé v zahdjeni U€inné 1éCby [63]. Rychlejsi identifikace SA4 je
zprostiedkovana pouzitim molekularné biologickych metod, zejména prostiednictvim

PCR. Zlaty standard detekce SA4 prostiednictvim PCR cili na jiz zminény gen mecA [78].
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Ptesto byla pro jeho detekci testovana také metoda LAMP a doroku 2022 bylo
publikovano piiblizn¢ 68 studii vénujici se LAMP detekci bakterie SA cilici kromé mecA

1 na dalsi geny specifické pro tuto bakterii [79,80].

Pro zavedeni metody LAMP jako metody identifikace bakterie SA byl vybran gen
mecA podobné jako pfi detekci prostfednictvim PCR. V pribehu let doslo k posunu
a vyvinu metody a byly popsany dalsi cile, podle kterych bylo mozné bakterii SA4
detekovat. Jednalo se naptiklad geny jako je spa [80], femA [81], orfX [82] nebo nuc [47].
Pro praktickou ¢ast této diplomové prace byl vybran pravé gen nuc jako cil detekce
metody LAMP. Gen nuc koéduje thermonukleasu, coz je enzym, ktery hydrolyzuje
fosfodiesterovou vazbu DNA a RNA na 5' konci [83]. Podle literatury byl limit detekce
pro identifikaci bakterie SA4 prosttednictvim LAMP cilici na gen nuc stanoven na
1,47 pg/ul DNA S4 v LAMP smési. Prostiednictvim PCR byl pak limit detekce stanoven
na 14,7 pg/ul DNA S4 v PCR smési, ¢imz bylo stanoveno, ze metoda LAMP je desetkrat
citlivéjsi nez PCR [47].
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2 Cile diplomové prace

Pro ptedkladanou diplomovou praci byly stanoveny nasledujici cile:

1.

Shromézdit z literatury a kriticky zhodnotit souc¢asné poznatky tykajici se metody
LAMP a optimalniho protokolu LAMP pro detekci genu nuc bakterie SA.

Ziskat konsenzudlni sekvenci genu nuc bakterie S4 pro navrh LAMP ,,primerti‘.

. Navrhnout a ovéfit sady ,,primera* pro LAMP detekci cilici na gen nuc bakterie

S4.

. Upravit protokol LAMP reakce a optimalizovat reak¢ni podminky tak, aby reakce

poskytovala nejleps$i mozné vysledky, tj. co nejrychleji detekovat spravné
pozitivni vzorky a co nejvice oddalit pozitivitu v ptipad¢ faleSné pozitivnich
vysledkd.

Provést reakci LAMP s nejlepsi sadou ,,primert“ za optimalnich reakénich
podminek pro detekci pfitomnosti genu nuc bakterie SA v klinickych vzorcich
pacientt s infekci hornich cest dychacich.

Otestovat techniku optické vizualizace LAMP produkti pro budouci vyuziti

metody v misté potieby (tj. bez nutnosti slozitého ptistrojového vybaveni).
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3 Pristroje, material a pouzité metody
3.1 Pouzité pristroje
Centrifuga: MiniStar whiteline, VWR Collection

Spectrafuge Mini-Centrifuge, C1301T, Labnet
Elektroforeticka aparatura: ~ MultiSUB Max, Cleaver Scientific

Laminarni box: BIO 126, Labox

Predvazky: 440-35N, KERN

Sucha lazen: myBlock Mini, BSH200, Benchmark

Termocycler: CFX Connect Real-Time PCR detection System,
Bio-Rad

Transiluminator: DR-45M, Clare Chemical Research

Zdroj pro elektroforézu: PowerPac Basic Power Supply, Bio-Rad

3.2 Pouzity material a chemikalie

3.2.1 Chemikalie

Jena Bioscience: Saphir Bst Turbo Polymerase 2000 U
Lach-Ner, Ceska republika kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)
Sigma-Aldrich, USA: LAMP ,primery* purifikované odsolenim; Tris-

EDTA pufr (TE pufr) pH 7,4; EvaGreen®
Fluorescent DNA Stain
Thermo Fisher Scientific, USA: voda bez obsahu nukleas; SYTO™ Orange

Fluorescent Nucleic Acid Stain Sampler Kit

3.2.2 Templatova DNA SA
Templatovd DNA S4 (izolovana z kmene NCTC 8178) o vychozi koncentraci 100 ng/pl
byla dodana spolupracujici laboratofi Dr. Marien de Jonge, Radboud University,

Nijmegen, Nizozemsko.
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3.2.3 ,,Primery“ pro LAMP
1. sada,primera“ (SAsl)

,,Primer Sekvence

FIP GCCACGTCCATATTTATCAGTTCAATGCAAAGAAAATTGAAGTCG
BIP ATGGAAAAATGGTAAACGAAGCTTTTGTTCATGTGTATTGTTAGGTT
F3 GCATTTACGAAAAAAAATGGTAG

B3 TCTTTTTTCGCTTGTGCT

BL GTTCGTCAAGGCTTGGCT

2. sada,,primert* (SAs2)

,,Primer Sekvence

FIP ACTAAGCAACTAGTAGCGAAAAAGACTATCAGTAATGTTTCGAAAGG
BIP TGTAGTTTCAAGTCTAAGTAGCTCACACTTCTATTTACGCCGTTAT
F3 GTTTCAATATTACTTATAGGGATGG

B3 ACTGTTGGATCTTCAGAAC

FL AAAACCCTCTTTGCGTATTGC

3. sada,,primert” (SAs3)

,,Primer Sekvence

FIP ACGCTAAGCCACGTCCATATAAATTGAAGTCGAGTTTGACA

BIP ATGGAAAAATGGTAAACGAAGCTTTTGTTCATGTGTATTGTTAGGTT
F3 CGAAAAAAAATGGTAGAAAATGC

B3 TCTTTTTTCGCTTGTGCT

BL TCGTCAAGGCTTGGCTAAAG

4. sada ,,primeri“ (SAs4)

,,Primer Sekvence

FIP AACCCTCTTTGCGTATTGCCGTTTCAATATTACTTATAGGGATGG
BIP TCGCTACTAGTTGCTTAGTGTTGTTTGTGATGCATTTGCTG

F3 GTGCTGGCATATGTATGG

B3 ACTTCTATTTACGCCGTTAT
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FL
BL

CTTTCGAAACATTACTGATAG
TTAGTTGTAGTTTCAAGTCT

5. sada,primeri* (SAs5)

,,Primer Sekvence

FIP GCCACGTCCATATTTATCAGTTCAATGCAAAGAAAATTGAAGTCG
BIP ATGGAAAAATGGTAAACGAAGCTTTTGTTCATGTGTATTGTTAGGTT
F3 GCATTTACGAAAAAAAATGGTAG

B3 TCTTTTTTCGCTTGTGCT

FL TTTGACCTTTGTCAAACT

BL GTTCGTCAAGGCTTGG

6. sada,,primerd“ (SAs6)

,,Primer Sekvence

FIP ACTAAGCAACTAGTAGCGAAAAAGACTATCAGTAATGTTTCGAAAGG
BIP TGTAGTTTCAAGTCTAAGTAGCTCACACTTCTATTTACGCCGTTAT
F3 GTTTCAATATTACTTATAGGGATGG

B3 ACTGTTGGATCTTCAGAAC

FL ACCCTCTTTGCGTATT

BL GCAAATGCATCACAAAC

7. sada ,,primert” (SAs7)

,,Primer Sekvence

FIP AAGTTAACACTAAGCAACTAGTAGCGTTTCGAAAGGGCAATACG
BIP TGTAGTTTCAAGTCTAAGTAGCTCACACTTCTATTTACGCCGTTAT
F3 TAGGGATGGGCTATCAGT

B3 ACTGTTGGATCTTCAGAAC

FLL GAAAAAGAAAAACCCTCTTT

BL GCAAATGCATCACAAAC
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8. sada,primeri* (SAs0)

modifikace ,,primerd* FL a BL na rozdil od sady 9. jsou zvyraznény cervené

,,Primer Sekvence

FIP ATGTCATTGGTTGACCTTTGTACATAAATTACATAAAGAACCTGCGA
BIP GTTGATACACCTGAAACAAAGCATCATTTTTTTCGTAAATGCACTTGC
F3 AACAGTATATAGTGCAACTTCAA

B3 CTTTGTCAAACTCGACTTCAA

FL CCGTATCACCATCAATCGCTTTAAT

BL AGGTGTAGAGAAATATGGTCCTGAA

9. sada ,,primeri* [47]

,,Primer Sekvence

FIP ATGTCATTGGTTGACCTTTGTACATAAATTACATAAAGAACCTGCGA
BIP GTTGATACACCTGAAACAAAGCATCATTTTTTTCGTAAATGCACTTGC
F3 AACAGTATATAGTGCAACTTCAA

B3 CTTTGTCAAACTCGACTTCAA

FL GTATCACCATCAATCGCTTT

BL GGTGTAGAGAAATATGGTCC

10. Sekvence modifikovanych ,,primert‘ sady SAs3 a cilen¢ navrzeny FL

,,Primer Sekvence

FH@T ACGCTAAGCCACGTCCATATTTTTTAAATTGAAGTCGAGTTTGACA

FIPv2 GCATAAATATACGCTAAGCCACGAAGAAAATTGAAGTCGAGTTTGA

FHTTV2 GCATAAATATACGCTAAGCCACGTTTTTAAGAAAATTGAAGTCGAG
TTTGA

BHTT ATGGAAAAATGGTAAACGAAGCTTTTTTTTTGTTCATGTGTATTGT
TAGGTT

FL CCATATTTATCAGTTCTTTGACCTTT
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3.3 Pouzité metody

3.3.1 Navrh a design LAMP ,,primert“

Pro navrh LAMP ,,primert* vhodnych pro detekci S4 byl zvolen gen nuc, kodujici enzym
thermonukleasa. V databazi UniProt (dostupny z https://www.uniprot.org/) byl nalezen
zdznam pro tento enzym, evidovany v databazi pod kodem P00644 [83]. V tomto
zaznamu byla nalezena nukleotidova sekvence genu nuc (kod V01281) v databazi
European nucleotide archive (dostupny z https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home) [84].
Pomoci algoritmu BLAST byly nalezeny bakteridlni kmeny S4 se zndmou sekvenci [85].
Pro nalezeni téchto kmenl byla pouzita databaze Nucleotide Collection (nr/nt)
a vyhledavani bylo omezeno na organismus SA. Nalezené sekvence byly déle vybrany
tak, aby identita s ptivodni sekvenci byla 90—100 %. Takto ziskany soubor sekvenci byl

ulozen ve FASTA formatu.

Pro identifikaci oblasti genu, které jsou konzervované v ramci jednotlivych
kment S4 bylo provedeno mnohondsobné sekvencni porovnavani pomoci algoritmu
ClustalOWS [86] se standardnimi parametry prostfednictvim programu Jalview a byla

ziskana konsenzus sekvence pro navrh ,,primera“ [87].

Pro navrh ,,primert* byl pouZit internetovy nastroj NEB LAMP Primer Design
Tool (dostupny na https://lamp.neb.com) [26]. Jako vstupni sekvence byla vybrana
ziskana konsenzus sekvence genu nuc bakterie SA. Sekvence je bohatd na AT pary
(69,1 % AT) a tomu byly uzplsobeny vychozi parametry pro generovani LAMP
»primerd* (viz. tabulka 1, strané 32). Oproti automaticky generovanym parametrim byla
nejdiive upravena minimalni 7y, smyc¢kovych ,,primert* na 59 °C, abychom ziskali sady,
které obsahuji alespon jeden smyckovy ,primer”. Nésledné¢ byla minimalni
Tmsmyckovych ,,primert* sniZena na 52 °C, abychom ziskali sady se dvéma smyckovymi

»primery*.

Zaroven byla vytvofena modifikovand sada publikovanych ,,primert® [47]
(SAs0). Byly modifikovany smyckové ,primery” FL a BL prodlouzenim o pét bp
komplementarnich k vlaknu templatové DNA S4. Dalsi ,,primery* sady SAs0, tj. F3, B3,
FIP a BIP, byly identické jako publikované ,,primery* [47].

Pro sadu SAs3 byla vytvoiena modifikace ,,primerta* FIP a BIP pfidanim péti
nukleotidii thyminu a vznikly tak ,,primery* oznac¢ené jako FIPpT a BIPpT. RovnézZ byl

navrzen ,,primer* FL pro sadu SAs3. Z divodu cileného navrhu FL bylo nutné upravit
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»primer* FIP tak, aby se ,,primery* nepiekryvaly a vznikla nova sekvence ,,primeru*
FIPv2. Zaroven byla pro ,,primer FIPv2, vytvofena modifikace pfidanim péti nukleotidii

thyminu a vznikl tak ,,primer* FIPpTv2.

Tabulka 1 Vychozi parametry pro navrh ,,primera“ sad SAs1 azZ SAs7 pomoci NEB LAMP
Primer Design Tool [26]. Parametry byly generovany programem NEB LAMP Primer Design
Tool. Délka ,,primeru udavd minimalni a maximalni pocet bazi tvoficich dany ,,primer®.
T'n udava minimalni a maximalni teplotu tani ,,primeru®. V piipadé sad SAsl, SAs2 a SAs3 byly
hodnoty 7T nastaveny na hodnoty 59-66 °C. V ptipad¢ sad SAs4 az SAs7 byla spodni hranice
nastavena na 52 °C. Prahova hodnota AG udava stabilitu ,,primeru®. 5' stabilita udava maximalni
hodnotu AG pro 5' konec ,,primeru®. 3' stabilita udava maximalni hodnotu AG pro 3' konec.
Hodnoty AG ,,primeru musi byt niz§i nez tyto hodnoty. Kontrola dimeru udava minimalni
hodnotu AG a urcuje stabilitu mezi kombinaci dvou ,,primeri*. Vzdéalenosti udavaji minimalni
a maximalni vzdalenost mezi dvéma ,,primery* v sekvenci templatové DNA.

Prahova hodnota AG

3' stabilita smycky
kontrola dimeru
kontrola dimeru (smycka)

Koncentrace Na* iontd (mM) 10
Reakéni podminky
Koncentrace Mg*" iontii (mM) 8
Flc/Blc 20-25 bp
Délka ,,primeru® (min/max) EZE? 1222 Eg
FL/BL 15-25 bp
Flc/Blc 60-63 °C
T (min/max) F2/B2 55-58 °C
F3/B3 55-58 °C
*FL/BL 52-66 °C
Zastoupeni GC pari Min/Max 30-65%
Min/Max (smy¢ka) 30-65 %
5' stabilita -3 kcal/mol
3' stabilita -4 kcal/mol

-2,0 kcal/mol
-2,5 kcal/mol
-3,5 kcal/mol

Vzdalenosti mezi
»primery* (mix/max)

F2-B2
Flc-F2 (smycka)
F2-F3
Flc-Blc

120-180 bp
40-60 bp
0-20 bp
0-100 bp

CN19

* pro sady SAsl, SAs2 a SAs3 bylo rozmezi Tm (min/max) ,,primeri* LF/LB nastaveno
na 59-66 °C

3.3.2 Fluorescencni detekce pribéhu LAMP reakce
Pted zahajenim prace byla pracovni plocha v laminarnim boxu (BIO 126, Labox)
vydesinfikovana 70% ethanolem. Nasledné bylo veSkeré potfebné zatizeni (pipety,

mikrozkumavky, stojany, stolni minicentrifuga, pinzety, Spicky, stripy aj.) vystaveno
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pusobeni UV zéfeni z germicidniho zéafeni v lamindrnim boxu po dobu 30 minut.

Vsechna manipulace s chemikéliemi a zafizenim probihala v jednorazovych rukavicich.

Mimo laminarni box byla nejprve pfipravena fedici fada roztokii templatové DNA
SA. Prvni roztok fedici fady byl pfipraven smichdnim 5,0 pl zasobniho roztoku
templatové DNA SA4 o koncentraci 100 ng/ul a 45,0 pul vody bez obsahu nukleas. Smés
byla promichédna opakovanym nasatim pipetou a centrifugovéana na stolni centrifuze.
Kazdy dalsi roztok DNA SA tedici fady byl desetindsobné¢ ziedén oproti roztoku
ptedchozimu. Takto bylo ptipraveno celkem sedm roztoki fedici fady. Koncentrace DNA
SA4 v jednotlivych roztocich byla nasledujici: 10 ng/ul, 1 ng/ul, 0,1 ng/ul, 0,01 ng/pl,
1 pg/ul, 0,1 pg/ul, 0,01 pg/ul.

Zasobni roztoky jednotlivych ,primerd byly pfipraveny rozpusSténim
lyofilizovanych ,,primera“ v TE pufru (Tris’EDTA pufr) na vyslednou koncentraci
100 uM, podle pokynli dodavatele (Sigma-Aldrich s.r.0.).

Do 200 pl mikrozkumavky byla pfipravena smés 10x koncentrovaného roztoku
LAMP ,primert‘, zvlast pro kazdou navrzenou sadu (SAsO az SAs7) a publikovanou
sadu ,,primerd* [47]. Smés Sesti LAMP ,,primert‘ byla ptipravena smichanim 2,0 ul F3,
2,0 ul B3, 16,0 pl FIP, 16,0 ul BIP, 4,0 ul FL a 4,0 ul BL. V piipadég, Ze byla pouzita sada
obsahujici pét ,,primerd* byla smés ptipravena smichanim 2,0 pl F3, 2,0 ul B3, 16,0 ul
FIP, 16,0 ul BIP a 4,0 ul BL (pro sady SAsl a SAs3) a smichanim 2,0 ul F3, 2,0 ul B3,
16,0 pl FIP, 16,0 pl BIP a 4,0 ul FL (pro sadu SAs2).

Nasledné byla ptipravena reakéni smés obsahujici 42,0 pl Saphire Bst Turbo DNA
polymerasy, 3,7 ul 1x koncentrované smési piislusné sady Sesti LAMP ,,primerti* a byla
doplnéna 38,3 ul vody. V ptipad¢, Zze byla pouZita sada o péti ,,primerech, byla smés
pfipravena smichdnim 42,0 ul 5% fedéné Saphire Bst Turbo DNA polymerasy, 3,4 ul
1x koncentrované smesi prislusné sady LAMP ,,primert* a byla doplnéna 38,6 ul vody.
Tyto smési neobsahovaly ptidavek templatové DNA S4, tj. byla stanoveny jako negativni
kontroly.

Reakéni smés pro LAMP experimenty obsahovala 42,0 ul Saphire Bst Turbo
DNA polymerasy, 3,7 ul 1x koncentrované smési prislusné sady Sesti LAMP , primeri*
a 38,3 ul roztoku templatové DNA S4 z ptipravené fedici fady. V ptipadé, Ze byla pouZita
sada o péti ,,primerech®, byla negativni kontrola pfipravena smichdnim 42,0 ul Saphire

Bst Turbo DNA polymerasy, 3,4 ul 1x koncentrované smeési ptislusné sady LAMP
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»primert a 38,6 ul vody. VSechny piipravené reakéni smési byly fadné promichany

opakovanym nasatim pipetou a centrifugovany na stolni centrifuze.

Takto piipravené reakéni smési byly rozdéleny po 10 ul do 100ul sterilnich
mikrozkumavek upevnénych do osmizkumavkovém ,stripu“. V piipadé¢ nékterych
experimentll byly reakéni smési rozdéleny po 25 a po 50 ul, pficemz koncentrace
jednotlivych slozek zlistala zachovana. Mgéfeni probihalo standardné pii 65 °C,
neni-li uvedeno jinak. Zaznam intenzity fluorescence byl pofizovan zatfizenim CFX
Connect Real-Time PCR detection System, Bio-Rad kazdou minutu. Jako pozitivni byl
povazovan vzorek, ktery vykazoval nartst intenzity fluorescence nad prahovou hodnotu

s rozdilem alesponi 5 minut nez nejrychlejsi negativni kontrola.

V piipad¢ nékterych experiment s publikovanymi ,,primery* a experimentu,
pfi kterych byl testovan vliv koncentrace ,,primert* sady SAs7 na pribéh LAMP byla
pouzita jind koncentrace ,primeri* vreakéni smési. V ptipadé, ze byla pouzitd
dvojnasobné koncentrace vSech ,,primeri®, obsahovala reakéni smés 42,0 pl Saphire
Bst Turbo DNA polymerasy, 7,4 pl 1x koncentrované smeési piislusné sady LAMP
Lprimerd® a 34,6 ul roztoku templatové DNA S4 z pripravené fedici fady (nebo vody
v piipad¢ negativni kontroly). V dalSich experimentech se jednalo o ,,primery* FL a BL,
kdy jejich koncentrace byla oproti jinym experimentim dvojndsobna. Smés ,,primert‘
obsahovala 2,0 pl F3, 2,0 ul B3, 16,0 ul FIP, 16,0 ul BIP, 8,0 ul FL, 8,0 ul BL.
Reakéni smés obsahovala 42,0 ul Saphire Bst Turbo DNA polymerasy, 3,7 ul smési
LAMP ,primerd“ a 38,3 pl roztoku templatové DNA SA4 z pfipravené fedici fady

(nebo vody v piipad¢ negativni kontroly).

3.3.3 Vliv koncentrace hore¢natych iontti na prabéh LAMP reakce

V ptipadé n¢kolika experimentli byla provedena optimalizace LAMP protokolu zménou
koncentrace hotfe¢natych iontl. Komer¢ni roztok Saphire Bst Turbo DNA polymerasy
obsahuje ve vysledné reakéni smési 6 mM MgSOa4. Ctyii reakéni smési pro tyto
experimenty byly pfipraveny zpuisobem popsanym v podkapitole 3.3.2, s tim rozdilem,
ze byla upravena koncentrace hotfeCnatych ionti tak, aby jeji vyslednd koncentrace
v dané reakéni smési byla 8, 7, 5 a 4 mM. Koncentrace hofe¢natych iontl byla
upravovana piidavkem 25 mM MgSO4 nebo ptidavkem 25 mM roztoku kyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTA). Me¢éfeni pribéhu LAMP reakce s upravenou

koncentraci hote¢natych iontl probihalo pii 65 °C.
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3.3.4 Vliv pridavku fluorescencniho barviva na pribéh LAMP reakce

V ptipadé¢ n¢kolika experimentt byla provedena optimalizace LAMP protokolu zménou
koncentrace fluorescen¢niho barviva. Zasobni komer¢ni roztok Saphire Bst Turbo DNA
polymerasy standardné obsahuje fluorescenéniho barviva EvaGreen® o koncentraci
100 uM. Dvé reakéni smési byly pripraveny zptisobem popsanym v kapitole 3.3.2 s tim
rozdilem, ze byl nasledné v jednom ptipad¢ proveden ptidavek fluorescencéniho barviva
SYTO™ 82 a ptidavek fluorescenéniho barviva EvaGreen® v piipadé druhém tak,
aby vysledna koncentrace dané¢ho barviva v reakéni smési byla 2 uM. M¢teni priabéhu

LAMP reakce s pridavkem fluorescen¢niho barviva probihalo pfi 65 °C.

3.3.5 Metoda LAMP s fluorescenéni detekci SA v klinickych vzorcich
pacientt

Byly pfipraveny inkubacni smési pro LAMP detekci S4 ve tiech klinickych vzorcich

pacientll oznacenych jako A, B a C. Klinické vzorky byly poskytnuty spolupracujici

laboratofi Dr. Mariena de Jonge, Radboud University, Nijmegen, Nizozemsko a byly

odebirany specidlnim dechovym analyzatorem.

K ptipravé reakénich smési obsahujicich klinické vzorky bylo nejprve nutno
jednotlivé klinické vzorky rozdé€lit do mikrozkumavek po 20 pl, zahtat na teplotu 95 °C
po dobu 15 minut a nasledné zmrazit pfi teploté — 20 °C. Nasledn¢ byl pfipraven pracovni
roztok smesi ,,primert* sady SAs3, stejnym postupem, jako je uveden v kapitole 3.3.2.
Vsechny reakéni smési byly fddné promichany a centrifugovany na stolni centrifuze.
Celkem bylo pfipraveno osm 25ul a ¢tyfi 50ul inkubaéni smési negativni kontroly,
Sest 25ul inkubacénich smési kazdého vzorku (A, B a C), tfi 50ul inkubaéni smési vzorku
A, ctyfi 50pul inkubaéni smési vzorku B a ctyfi S0ul inkubacéni smési vzorku C.
Mikrozkumavky byly vloZeny do termocykleru. Méteni probihalo pii 67 °C a zaznam
zmén intenzity fluorescence byl potfizovan zafizenim CFX Connect Real-Time PCR
detection System, Bio-Rad kazdou minutu. Jako pozitivni byl povaZovan vzorek,
ktery vykazoval narGst intenzity fluorescence nad prahovou hodnotu s rozdilem alespon

5 minut neZ nejrychlejsi negativni kontrola.

3.3.6 Vizualni detekce produkti LAMP reakce
Byla pfipraveny tfi LAMP reakéni smési. Reakéni smés negativni kontroly
obsahovala 42,0 ul Saphire Bst Turbo DNA polymerasy, 3,4 ul 1x koncentrované smési

»primert* sady SAs3 a 38,6 ul vody. Druhd ze smési obsahovala misto vody pifidavek
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templatové DNA SA4 o koncentraci 1 pg/ul, tfeti obsahovala misto vody piidavek
templatové DNA SA4 o koncentraci 0,1 pg/ul.

Reakéni smési byly rozdéleny po 10 ul do tii osmizkumavkovych ,,stripti, které byly
umistény do suché 1azné€ a inkubovany pfi teploté 65 °C po dobu 20 minut. Pribéh LAMP
reakce byl ukoncena zahtatim na teplotu 95 °C po dobu 10 minut v suché lazni.
Po ukoneni LAMP byly ,,stripy* kratce centrifugovany na stolni centrifuze po dobu
10 s, nasledn¢é byly pfeneseny na transilumindtor a byl pofizen fotograficky snimek
(Apple iPhone 12 mini). Teplota inkubac¢nich smési pii potizovani fotografie byla 95 °C.
Nasledné byl potfizen zdznam teplotni kiivky pfi teplotnim gradientu od 60 do 95 °C,

pfi¢emz teplota byla zvySovana o 0,2 °C kazdych 5 s.

3.3.7 Analyza ,,primera“ sady SAs3

Byly pfipraveny 100ul reakéni smési obsahujici jednotlivé ,,primery” sady SAs3,
tj. F3, B3, FIP, BIP. BL, a jejich kombinace. Reakéni smés byla pfipravena smichanim
daného ,,primeru®, pfipadné kombinace ,,primert*, destilované vody a fluorescen¢niho

barviva EvaGreen®

. ,Primery”“ mély vinkubaéni smési vzdy stejnou koncentraci
tj. 0,2 uM F3, 0,2 uM B3, 1,6 uM FIP, 1,3 uM BIP a 0,4 uM FL. Koncentrace barviva

EvaGreen® byla v kazdém vzorku 2 pM. Celkem bylo pfipraveno patnict smési.

M¢éfteni bylo provedeno v duplikatech. Jednotlivé smési byly rozdéleny po 10 pul vzdy
do dvou mikrozkumavek a mikrozkumavky byly vloZeny do suché 14zn€ a zahfivany na
65 °C po dobu 20 minut. Nasledn¢ byly mikrozkumavky z termobloku vyjmuty,
kratce centrifugovany na stolni centrifuze a pfeneseny na transiluminator. Byl potfizen
fotograficky snimek (Apple iPhone 12 mini) pro pozd¢jsi vyhodnoceni pii pokojové
teploté.
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4 Vysledky

4.1 Tvorba konsenzualni sekvence genu nuc bakterie SA pro navrh
LAMP ,,primerd“ pomoci programu Jalview
Postupem uvedenym v kapitole 3.3.1 na stran¢ 31 byla nalezena sekvence genu nuc
bakterie SA. Programem BLAST bylo nalezeno 1455 nukleotidovych sekvenci
tohoto genu rtiznych kment bakterie SA. Ze souboru sekvenci pouzitych pro sekvenéni
porovnani v programu Jalview byly vylouceny Ctyfi nejkratsi sekvence. Ziskané sekvence
byly porovnany pomoci algoritmu ClustalOWS a vysledné mnohonasobné porovnani
sekvenci bylo pouzito pro konstrukci konsenzudlni sekvence o délce 982 bp

(obrazek 4.1).

TGTCTCGATATGATAGTCTGCAACGATTCATGTTGTAGGCTTTTTAATTTTACAAATAAGGCTA
AATTATATAAGTTCTGACACCTAAAATATAGAAAATACATACATAAAGTAAGTATAGTTATTTT
ATTATAATTATTAAATTTTTATTAATTAATTGTAAAAATGTAGAATTATAATTAATTAACGTTT
AAAATATTAAAATTAACTAAAAAGAAAGAGGTGTTAGTTATGACAGAATAATACTTATTAAGTG
CTGGCATATGTATGGCAATTGTTTCAATATTACTTATAGGGATGGGCTATCAGTAATGTTTCGA
AAGGGCAATACGCAAAGAGGGTTTTTCTTTTTCGCTACTAGTTGCTTAGTGTTAACTTTAGTTG
TAGTTTCAAGTCTAAGTAGCTCAGCAAATGCATCACAAACAGATAACGGCGTAAATAGAAGTGG
TTCTGAAGATCCAACAGTATATAGTGCAACTTCAACTAAAAAAATTACATAAAGAACCTGCGAC
ATTAATTAAAGCGATTGATGGTGATACGGTTAAATTAATGTACAAAGGTCAACCAATGACATTC
AGACTATTATTGGTTGATACACCTGAAACAAAGCATCCTAAAAAAGGTGTAGAGAAATATGGTC
CTGAAGCAAGTGCATTTACGAAAAAAAATGGTAGAAAATGCAAAGAAAATTGAAGTCGAGTTTG
ACAAAGGTCAAAGAACTGATAAATATGGACGTGGCTTAGCGTATATTTATGCTGATGGAAAAAT
GGTAAACGAAGCTTTAGTTCGTCAAGGCTTGGCTAAAGTTGCTTATGTTTATAAACCTAACAAT
ACACATGAACAACTTTTAAGAAAAAGTGAAGCACAAGCGAAAAAAGAGAAATTAAATATTTGTT
GGAGCGAAGACAACGCTGATTCAGGTCAATAATGCTCATTGTAAAAGTGTCACTGCTGCTAGTG
GCACTTTTATAATTTTTAGATC

Obr. 4.1 Konsenzuidlni sekvence genu nuc ziskana na zikladé mnohonisobného
sekvencniho porovnani genu nuc riznych kment bakterie SA.

4.2 Navrh LAMP ,primeru“ cilicich na gen nuc bakterie SA

Pomoci internetového nastroje OligoAnalyzer byla konsenzudlni sekvence identifikovana
jako sekvence bohata na AT pary (69,1 %), na zdkladé ¢ehoz byly nastaveny parametry
pro navrh ,,primert“ v programu NEB LAMP Primer Design Tool (viz. tabulka 1,
kapitola 3.3.1 na strané 32).

Pro cilovy gen nuc baktérie S4 bylo navrzeno celkem sedm sad LAMP , primeri*
oznacenych SAsl az SAs7 (zkratka ,,SA* oznauje organismus, pismeno ,,s* oznacuje
sadu). Sady SAsO, SAs4, SAs5, SAs6 a SAs7 sestavaly ze vSech Sesti ,,primerti
(F3, B3, FIP, BIP, FL, BL) (viz. obrazky 4.2, 4.6, 4.7, 4.8 a 4.9). V piipad¢ sad SAsl,
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SAs3 chybél ,,primer FL (viz. obrazky 4.3. a 4.5) a v ptipad¢ sady SAs2 ,,primer* BL

(viz. obrazek 4.4). Sekvence vSech ,,primert‘ jsou uvedeny v kapitole 3.2.3 na stran¢ 28.

AGCTCAGCAAATGCATCACAAACAGATAACGGCGTAAATAGAAGTGGTTCTGAAGATCCAACAGTATATA
GTGCAACTTCAACTAAAAAAATTACATAAAGAACCTGCGACATTA
TTAAATTAATGTACAAAGGTCAACCAATGACATTCAGACTATTATTG
.CTAAAAAAGGTGTAGAGAAATATGGTCCTGA TGGTAGAAAATGC

aaacAAAA G CC R ICAGAAAE - T CA AN GAACTGATAAATATGGACGTGGCTTAGCGTATATT

Obr. 4.2 Cast konsenzualni sekvence genu nuc. Barevné zvyraznény jsou cilové sekvence,
na které cilily ,,primery* sady SAs0. Zlut& zvyraznéna je cilova sekvence ,,primeru FIP, zelen&
nprimeru® BIP, modie ,,primeru® F3, fialové ,primeru* B3, Sed¢ ,,primeru“ BL a Cervené
,primeru® FL.

TGTAGAGAAATATGGTCCTGAAGCAAGTGCATTTACGAAAAAAAATGGTAGAAAATGCAAAGAAAATTGA
AGTCGAGTTTGACAAAGGTCAAAGAACTGATAAATATGGACGTGGCTTAGCGTATATTTATGCTG

AGTTCGTCAAGGCTTGGCTAAAGTTGCTTATGTTTATA,
ACTTTTAAGAAAAAGTGANCONONNCCCARARAREHE 7. AL TTAAATATTTGT TGGAGCGA

Obr. 4.3 Cast konsenzualni sekvence genu nuc. Barevné zvyraznény jsou cilové sekvence,
na které cilily ,,primery* sady SAsl. Zluté zvyraznéna je cilova sekvence ,,primeru FIP, zelené
,primeru® BIP, modre ,,primeru F3, fialové ,,primeru” B3, sedé ,,primeru“ BL.

GGCATATGTATGGCAATTGTTTCAATATTACTTATAGGGATGGGCTATCAGTAATGTTTCGAAAGG

TCTTTTTCGCTACTAGTTGCTTAGTGTTAACTTTAGT
GCAAATGCATCACAAACAG

Obr. 4.4 Cast konsenzualni sekvence genu nuc. Barevné zvyraznény jsou cilové sekvence,
na které cilily ,,primery* sady SAs2. Zluté zvyraznéna je cilova sekvence ,,primeru FIP, zelené
,primeru® BIP, modfe ,,primeru F3, fialové ,,primeru” B3, ¢ervené ,,primeru® FL.

CATCCTAAAAAAGGTGTAGAGAAATATGGTCCTGAAGCAAGTGCATTTACGAAAAAAAATGGTAGAAAAT
GCAAAGAAAATTGAAGTCGAGTTTGACAAAGGTCAAAGAACTGATAAATATGGACGTGGCTTAGCGTATA

TTTATGCTG AGTTCGTCAAGGCTTGGCTAAAGTTGCTTATGTTTA
T ACTTTTAAGAAAAAGTGA HECRONNCOCIMAMARGEH G2 AL TTARAT

Obr. 4.5 Cast konsenzualni sekvence genu nuc. Barevné zvyraznény jsou cilové sekvence,
na které cilily ,,primery* sady SAs3. Zluté zvyraznéna je cilova sekvence ,,primeru FIP, zelené
,primeru® BIP, modre ,,primeru F3, fialové ,,primeru B3, Sed¢ ,,primeru BL.

TGACAGAATAATACTTATTAAGTGCTGGCATATGTATGGCAATTGTTTCAATATTACTTATAGGGATGGG

GGCAATACGCAAAGAGGGTTTTTCTTTT
AACTTTAGTTGTAGTTTCAAGTCTAAGTAGCT G

GGTTCTGAAGATCCAACAGTATATAGTGCAACTTCAACTAAAAAAATTACATAAAGAACCTGCGAC

Obr. 4.6 Cast konsenzualni sekvence genu nuc. Barevné zvyraznény jsou cilové sekvence,
na které cilily ,,primery* sady SAs4. Zlut& zvyraznéna je cilova sekvence ,,primeru® FIP, zelen&
,primeru®“ BIP, modie ,,primeru* F3, fialové ,,primeru“ B3, Sed¢ ,,primeru“ BL a Cervené
,primeru® FL.

CTGAAGCAAGTGCATTTACGAAAAAAAATGGTAGAAAATGCAAAGAAAATTGAAGTCG
rGAACTGATAAATATGGACGTGGCTTAGCGTATATTTATGCTG
A

GTTCGTCAAGGCTTGGCTAAAGTTGCTTATGTTTATA
AGAAAAAGTGA NN RAEH -2 A TTAAATAT TTGTTGGAGCGAAGACAACGCTGATTCAG

Obr. 4.7 Cast konsenzualni sekvence genu nuc. Barevné zvyraznény jsou cilové sekvence,
na které cilily ,,primery* sady SAs5. Zluté zvyraznéna je cilova sekvence ,,primeru” FIP, zelené
,primeru“ BIP, modie ,,primeru® F3, fialové ,,primeru“ B3, Sed¢ ,,primeru“ BL a Cervené
,primeru® FL.
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AAAAAGAAAGAGGTGTTAGTTATGACAGAATAATACTTATTAAGTGCTGGCATATGTATGGCAATTGTTT

CAATATTACTTATAGGGATGGGCTATCAGTAATGTTTCGAAAGGGC TTTTCTTT
TTCGCTACTAGTTGCTTAGTGTTAACTTTAGT GCAAATGCATCAC
AAACAG TATAGTGCAACTTCAACTAAAAA

Obr. 4.8 Cast konsenzualni sekvence genu nuc. Barevné zvyraznény jsou cilové sekvence,
na které cilily ,,primery* sady SAs6. Zlut& zvyraznéna je cilova sekvence ,,primeru® FIP, zelen&
,primeru® BIP, modie ,,primeru* F3, fialové ,,primeru® B3, Sed¢ ,,primeru“ BL a Cervené
,primeru® FL.

CAATATTACTTATAGGGATGGGCTATCAGTAATGTTTCGAAAGGGCAATACGC
-GCTACTAGTTGCTTAGTGTTAACTTTAGT GCAAATGCATCAC
AAACAG TATAGTGCAACTTCAACTAAAAA

Obr. 4.9 Cast konsenzualni sekvence genu nuc. Barevné zvyraznény jsou cilové sekvence,
na které cilily ,,primery* sady SAs7. Zluté zvyraznéna je cilova sekvence ,,primeru FIP, zelen&
,primeru® BIP, modie ,,primeru* F3, fialové ,,primeru“ B3, Sed¢ ,,primeru“ BL a Cervené
,primeru® FL.

4.3 Primarni testovani osmi navrzenych sad LAMP ,,primert“ pro
detekci genu nuc bakterie SA
Schopnost navrzenych sad LAMP ,,primerd* detekovat pfitomnost genu nuc bakterie S4
byla testovdna metodou fluorescen¢ni detekce v redlném Case podle postupu uvedené¢ho
v kapitole 3.3.2 na strané 32. Byly sledovany LAMP reakce se sérii roztokt templatové
DNA S4 o koncentraci 0,5 ng/ul — 5,0 fg/ul k naslednému ptibliznému stanoveni limitu
detekce, tj. nejnizsi koncentrace templatové DNA SA, kterou jsme schopni spolehliveé
detekovat v dané inkubac¢ni smési. Pro kazdou sadu ,,primeri* bylo provedeno testovani
také negativni kontroly, ktera neobsahovala templatovou DNA S4. VSechna méfeni byla
provadéna v duplikatech. Primérné c¢asy, spoleéné s vybérovymi smérodatnymi
odchylkami, ve kterych byly LAMP reakce vyhodnoceny jako pozitivni jsou uvedeny

v tabulce 2 na strané 40.
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Tabulka 2 Vysledky testovani navrZenych sad LAMP ,primera*“ pro gen nuc
bakterie S4. Uvedeny jsou primérné Casy, za které byly obdrzeny pozitivni signaly
v podobé¢ nartstu intenzity fluorescence nad detekéni mez.

SAs0 ‘ SAsl ‘ SAs2 ‘ SAs3 ‘ SAs4 ‘ SAs5 ‘ SAs6 ‘ SAs7
Primérny ¢as + smérodatna odchylka (min)

Negativni| )0\ 1o 12348 [ 139424 | 178438 | 1055 | 13246 | 8448 | 7043
kontrola

05ng/pl | 14+2 | 11+1 8+ 0 9+2 1540 | 11+0 941 7+0

0,05 11+1 13+1 - - 2242 1240 10+0 8+0
ng/pl

50pg/pl | 12+0 | 28+9 | 18+1 1340 | 33+8 | 161 | 16+3 | 10+1

05pg/pl | 79+51 | 174+4 | 126+20 | 45428 |138+16| 67+23 | 62+46 | 45+28

3;951 8541 | 177+25| 119+8 |[112+£16]| 169+8 | 138+8 | 123+6 | 43 +28
0,005

b/l 10748 | 134+15| 11912 | 96+34 | 1771 | 106+2 | 105+£32 | 86+ 1

- Nebylo méfeno z ditvodu chyby v pipetovani

4.4 Sekundarni testovani navrzenych sad ,,primert“

Podle primarniho testovani (viz. kapitola 4.3) byla jako limit detekce stanovena
koncentrace templatové DNA SA4 0,5 pg/ul. Pro sekundérni testovani byly vybrany dvé
koncentrace templatové DNA SA4, které hranicily s limitem detekce (0,5 pg/ul
a 0,05 pg/ul), které jsme nebyli schopni detekovat se 100% ptesnosti pfi primarnim
testovani. Cilem testovani bylo zvySit pocet paralelnich méfeni, ziskat tak statisticky
vyznamnéjsi vysledky a ziskat nejlepsi sadu pro LAMP detekci bakterie SA. Inkubacni
smeési s koncentracemi templatové DNA S4 0,5 a 0,05 pg/ul byly testovany v osmi
paralelnich méfeni. Pro kazdou sadu bylo rovnéz provedeno meéteni osmi negativnich

kontrol, které neobsahovaly ptidavek templatové DNA SA4.

4.41 Sada ,primert“ SAs0

V piipadé sady SAsO byly pozitivni tfi inkubacni smési z osmi,
obsahujici templatovou DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/ul, Casovém intervalu
12 az 14 minut. Osm zosmi inkuba¢ni smési obsahujici templdtovou DNA SA4
o koncentraci 0,05 pg/ul bylo pravdépodobné falesné pozitivnich v ¢asovém intervalu
39 az 54 minut. Osm z osmi negativnich kontrol bylo faleSn¢ pozitivnich v ¢asovém

intervalu 41 az 57 minut (viz. obrazek 4.10).
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Obr. 4.10 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v pribéhu LAMP reakce se
sadou ,,primeru* SAs0 cilici na gen nuc bakterie SA. LAMP reakce byla provedena pro dvé
koncentrace templatové DNA S4 — 0,05 pg/ul (modra kfivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka).
Negativni kontrola (oranzova ktivka) neobsahovala ptidavek templatové DNA SA4.

4.4.2 Sada ,primert“ SAs1

Sada SAsl poskytla ¢tyfi pozitivni inkubacni smési z osmi s templatovou DNA
S4 o koncentraci 0,5 pg/ul, v asovém intervalu 15 az 25 minut. Déle byla jako pozitivni
vyhodnocena jedna zosmi inkuba¢nich smési obsahujici templatovou DNA S4
o koncentraci 0,05 pg/ul v ¢ase 17 minut. Osm z osmi negativnich kontrol bylo falesné

pozitivnich v ¢asovém intervalu 33 az 62 minut (viz. obrazek 4.11).
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Obr. 4.11 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v pribéhu LAMP reakce se
sadou ,,primera“ SAsl cilici na gen nuc bakterie SA. LAMP reakce s ,primery“ byla
provedena pro dvé koncentrace templatové DNA SA4 v inkuba¢ni smési — 0,05 pg/ul (modra
ktivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka). Negativni kontrola (oranzova kiivka) neobsahovala ptidavek
templatové DNA SA4.
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4.4.3 Sada ,primerti“ SAs2

LAMP reakce s ,,primery” sady SAs2 poskytla sedm pozitivnich inkubacnich
smési z osmi, které obsahovaly templatovou DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/ul, v ¢asovém
intervalu 11 az 34 minut. V ptipad¢ inkubacnich smési obsahujici templatovou DNA SA4
o koncentraci 0,05 pg/ul byly zaznamenany dva pozitivni vysledky z osmi, a to naristem
intenzity fluorescence ve 22 minuté. Osm z osmi inkubac¢nich smési obsahujici negativni

kontrolu bylo falesn¢€ pozitivnich v ¢asovém intervalu 41 az 63 minut (viz. obrazek 4.12).
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Obr. 4.12 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v pribéhu LAMP reakce se
sadou ,,primeru*“ SAs2 cilici na gen nuc bakterie SA. LAMP reakce byla provedena pro dvé
koncentrace templatové DNA S4 — 0,05 pg/ul (modra kfivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka).
Negativni kontrola (oranzova ktivka) neobsahovala ptidavek templatové DNA SA4.

4.4.4 Sada ,primert“ SAs3

LAMP reakce s ,,primery“ sady SAs3 poskytla osm pozitivnich inkuba¢nich smési
z osmi, obsahujici templatovou DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/ul v ¢asovém intervalu
9 az 15 minut. V pfipadé¢ inkubacnich smési obsahujici templatovou DNA S4
o koncentraci 0,05 pg/ul byly zaznamenany Ctyfi pozitivni vysledky z osmi v Casovém
intervalu 11 az 29 minut. Osm z osmi inkubac¢nich smési obsahujicich negativni kontrolu

bylo fale$né pozitivnich v casovém intervalu 37 az 53 minut. (viz. obrazek 4.13).
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Obr. 4.13 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v pribéhu LAMP reakce se
sadou ,,primeru* SAs3 cilici na gen nuc bakterie SA. LAMP reakce byla provedena pro dvé
koncentrace templatové DNA SA v inkubaéni smési — 0,05 pg/ul (modra kiivka) a 0,5 pg/ul
(zelena kiivka). Negativni kontrola (oranzova kiivka) neobsahovala ptidavek templatové DNA
SA4.

4.4.5 Sada ,primeri“ SAs4

LAMP reakce se sadou ,,primerti“ SAs4 poskytla pét pozitivnich inkubacnich
smési z osmi, obsahujici templdtovou DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/ul, v Casovém
intervalu 16 az 42 minut. V piipadé¢ inkubacnich smési obsahujicich templatovou DNA
SA o koncentraci 0,05 pg/pl nebyl do 80 minuty kdy byla reakce ukoncena, zaznamenan
zadny pozitivni vysledek. Osm z osmi inkubacnich smési obsahujici negativni kontrolu

bylo falesné pozitivni v ¢asovém intervalu 48 az 63 minut (viz. obrazek 4.14).
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Obr. 4.14 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v pribéhu LAMP reakce se
sadou ,,primeru* SAs4 cilici na gen nuc bakterie SA. LAMP reakce byla provedena pro dvé
koncentrace templatové DNA S4 — 0,05 pg/ul (modra kfivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka).
Negativni kontrola (oranzova ktivka) neobsahovala ptidavek templatové DNA SA4.

4.4.6 Sada ,primert“ SAs5

V ptipadé sady ,,primeri*“ SAs5 bylo jako pozitivni vyhodnoceno osm z osmi
inkubac¢nich smési obsahujici templatovou DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/ul v ¢asovém
intervalu 12 aZz 46 minut. Byl zaznamenéan jeden, pravdépodobné faleSné pozitivni
vysledek, z osmi pro inkubaéni smés obsahujici templdtovou DNA S4 o koncentraci
0,05 pg/ul v €ase 73 minut. V ptipad¢ zbylych sedmi inkuba¢nich smési s templatovou
DNA SA4 o koncentraci 0,05 pg/pl nedoslo k nartstl intenzity fluorescence do Casu
80 minut, kdy byla reakce ukonena. V 53 minuté byla zaznamenana jedna faleSné
pozitivni inkubacni smés negativni kontroly, zosmi. V pfipadé zbylych sedmi
inkubacénich smési negativni kontroly nedoslo k nariisti intenzity fluorescence do casu

80 minut, kdy byla reakce ukoncena. (viz. obrazek 4.15).
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Obr. 4.15 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v pribéhu LAMP reakce se
sadou ,,primeru* SAsS cilici na gen nuc bakterie SA. LAMP reakce byla provedena pro dvé
koncentrace templatové DNA S4 — 0,05 pg/ul (modra kfivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka).
Negativni kontrola (oranzova ktivka) neobsahovala ptidavek templatové DNA SA4.

4.4.7 Sada ,primert“ SAs6

LAMP reakce s ,,primery“ sady SAs6 poskytla osm pozitivnich inkuba¢nich smési
z osmi, obsahujici templatovou DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/pl, v casovém intervalu
10 az 34 minut. V pfipadé inkubacnich smési obsahujicich templatovou DNA SA4
o koncentraci 0,05 pg/ul byly zaznamenany Ctyfi pozitivni vysledky z osmi v Casovém
intervalu 18 az 48 minut. Osm z osmi inkubac¢nich smési obsahujici negativni kontrolu

bylo falesné pozitivnich v ¢asovém intervalu 58 az 74 minut (viz. obrazek 4.16).
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Obr. 4.16 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v pribéhu LAMP reakce se
sadou ,,primeru* SAs6 cilici na gen nuc bakterie SA. LAMP reakce byla provedena pro dvé
koncentrace templatové DNA S4 — 0,05 pg/ul (modra ktivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka).
Negativni kontrola (oranzova ktivka) neobsahovala ptidavek templatové DNA SA4.

4.4.8 Sada ,primert“ SAs7

V ptipad¢ sady SAs7 bylo jako pozitivni vyhodnoceno osm z osmi inkubacnich
smési obsahujici templatovou DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/ul v ¢asovém intervalu
11 az 57 minut. V Case 48 minut byla zaznamendna jedna pozitivni inkubacni smé&s
obsahujici templatovou DNA SA o koncentraci 0,05 pg/ul, z osmi. Osm z osmi
inkubacnich smési obsahujici negativni kontrolu bylo falesné pozitivnich v ¢asovém

intervalu 75 az 97 minut (viz. obrazek 4.17).
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Obr. 4.17 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v pribéhu LAMP reakce se
sadou ,,primeru* SAs7 cilici na gen nuc bakterie SA. LAMP reakce byla provedena pro dvé
koncentrace templatové DNA S4 — 0,05 pg/ul (modra kfivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka).
Negativni kontrola (oranzova ktivka) neobsahovala ptidavek templatové DNA SA4.

4.5 Optimalizace koncentrace ,,primera“ sady SAs7 v LAMP reak¢éni
smesi
Pro detekci genu nuc bakterie S4 metodou LAMP byla sada SAs7 vyhodnocena jako
nejlepsi ze vSech testovany sad. S cilem zlepsit limit detekce a zvysit rychlost LAMP
reakce vyuZivajici tuto sadu ,,primer®, byla testovana a) dvojnasobné koncentrace vSech
LAMP ,primerti“ a b) dvojnasobna koncentrace pouze smyckovych LAMP ,,primert‘
v inkubacni smési podle postupu uvedené¢ho v kapitole 3.3.2 na stran¢ 32. Pro obé¢
varianty byla LAMP reakce provedena s templitovou DNA S4 o koncentraci
0,5 a 0,05 pg/ul a bylo provedeno osm paralelnich méfeni. Zaroven bylo pro obé
koncentrace ,,primerd* provedeno mefeni osmi negativnich kontrol, které neobsahovaly

piidavek templatové DNA SA.

V ptipadé dvojnasobného ptidavku smeési vSech ,primeri* sady SAs7 byly
pozitivni ¢tyfi inkubacni smési z osmi, obsahujici templatovou DNA S4 o koncentraci
0,5 pg/ul, v ¢asovém intervalu 11 az 47 minut. Osm z osmi inkubac¢nich smési obsahujici
templatovou DNA SA4 o koncentraci 0,5 pg/ul bylo pravdépodobné falesné pozitivnich
v Casovém intervalu 72 az 77 minut, stejné¢ jako osm zosmi faleSné pozitivnich

inkubac¢nich smési obsahujicich negativni kontrolu (viz. obrazek 4.18).
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Obr. 4.18 Zavislost relativni intenzity fluorescence na c¢ase v priibbéhu LAMP reakce
inkubac¢nich smési obsahujici dvojnasobnou koncentraci vSech ,primeru*“ sady SAs7.
LAMP reakce byla provedena pro dvé koncentrace templatové DNA SA — 0,05 pg/ul (modra
ktivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka). Negativni kontrola (oranzova kiivka) neobsahovala ptidavek
templatové DNA SA4.

LAMP reakce s dvojndsobnou koncentraci smyckovych ,,primera* sady SAs7
poskytla osm pozitivnich vysledkl inkuba¢nich smési obsahujicich templatovou DNA S4
o koncentraci 0,5 pg/ul, v ¢asovém intervalu 11 az 21 minut. V pfipadé inkubaénich
smési s templatovou DNA S4 o koncentraci 0,05 pg/pl bylo osm z osmi inkubacnich
smési pravdépodobné faleSné pozitivnich v Casovém intervalu 75 az 85 minut.
Osm z osmi inkubacénich smési negativni kontroly bylo faleSn¢ pozitivnich v ¢asovém

intervalu 67 az 81 minut (viz. obrazek 4.19).
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Obr. 4.19 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase reakéni smési obsahujici
dvojnasobnou koncentraci smyckovych ,,primera“. LAMP reakce byla provedena pro dvé
koncentrace templatové DNA S4 — 0,05 pg/ul (modra kfivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka).
Negativni kontrola (oranzova ktivka) neobsahovala ptidavek templatové DNA SA4.

4.6 Kontaminace produkty LAMP reakce vyuzivajici ,,primery“ sady
SAs7
Bylo provedeno opakovani LAMP experimentu se sadou ,,primert“ SAs7 a vysledky byly
porovnany s vysledky ziskanymi pfi sekundérnim testovani (viz. kapitola 4.4.8 na stran¢
46). Osm z osmi inkuba¢nich smési obsahujici negativni kontrolu bylo falesné¢ pozitivnich
v ¢asovém intervalu 36 az 46 minut. Bylo zjiSténo, Ze Cas, ve kterém se negativni kontrola
jevi jako falesné pozitivni je o 50 minut dfive nez v pfipadé pivodniho sekundéarniho
templatové DNA S4 tj. 0,5 pg/ul a 0,05 pg/ul. VSech osm inkubaénich smési
s templatovou DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/pl bylo pozitivnich, a to v asovém intervalu
10 az 13 minut. Dvé inkubaéni smési obsahujici templatovou DNA S4 o koncentraci

0,05 pg/ul byly pozitivni v ase 21 minut (viz. obrazek 4.20).
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Obr. 4.20 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v pribéhu LAMP reakce se
sadou ,,primeri“ SAs7 cilici na gen nuc bakterie SA — opakovani experimentu. LAMP reakce
byla provedena pro dvé koncentrace templatové DNA S4 — 0,05 pg/ul (modra kiivka) a 0,5 pg/ul
(zelena kiivka). Negativni kontrola (oranzova kiivka) neobsahovala piidavek templatové DNA
SA4.

4.7 Optimalizace sekvenci ,,primeri“ sady SAs3

Byly provedeny LAMP experimenty s upravenou sadou ,,primerd* SAs3 podle postupu
uvedeného v kapitole 3.3.2 na stran¢ 32. Sada SAs3 obsahovala misto ,primeri
FIP a BIP ,primery“ FIPpT a BIPpT (sekvence FIPpT a BIPpT viz kapitola 3.2.3 na
stran¢ 28). Pti tomto experimentu bylo detekovano Sest pozitivnich inkuba¢nich smési
z osmi, obsahujicich templatovou DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/ul, v ¢asovém intervalu
11 az 20 minut. Tfi z osmi inkubacnich smési s templatovou DNA S4 o koncentraci
0,05 pg/ul, byly pozitivni v asovém intervalu 9 az 20 minut. Osm z osmi inkubac¢nich
smési obsahujicich negativni kontrolu bylo falesn¢ pozitivnich v casovém intervalu

26 az 35 minut (viz. obrazek 4.21).
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Obr. 4.21 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v pribéhu LAMP reakce se
sadou ,,primera* SAs3, ktera obsahovala FIPpT a BIPpT ,,primery“. LAMP reakce byla
provedena pro dvé koncentrace templatové DNA SA4 — 0,05 pg/ul (modra kiivka) a 0,5 pg/ul
(zelena kiivka). Negativni kontrola (oranzova kiivka) neobsahovala ptidavek templatové DNA
SA4.

LAMP reakce s ,,primery* sady SAs3, kterd obsahovala navrzeny ,,primer* FL,
ktery neni soucasti ptuvodni sady a ,primer“ FIPv2 poskytla nasledujici vysledky:
pét inkubacnich smési z osmi, s templatovou DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/ul,
bylo pozitivnich v casovém intervalu 14 az 17 minut. V ¢ase 30 minut byla
pravdépodobné faleSné€ pozitivni jedna z osmi inkubacnich smési obsahujici templatovou
DNA §4 o koncentraci 0,05 pg/ul. Osm z osmi inkubacnich smési obsahujicich negativni

kontrolu bylo falesné pozitivnich v ¢asovém intervalu 31 az 37 minut (viz. obrazek 4.22).
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Obr. 4.22 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v pribéhu LAMP reakce se
sadou ,,primeri“ SAs3 obsahujici ,,primery* FL a FIPv2. LAMP reakce byla provedena pro
dvé koncentrace templatové DNA S4 — 0,05 pg/ul (modra kiivka) a 0,5 pg/ul (zelené kiivka).
Negativni kontrola (oranzova ktivka) neobsahovala ptidavek templatové DNA SA4.

LAMP reakce s ,,primery* sady SAs3, ktera obsahovala ,,primery* FL, FIPpTv2
a BIPpT poskytla nasledujici vysledky: dvé z osmi inkubacnich smési s templatovou
DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/ul, bylo pozitivnich v ¢asovém intervalu 18 az 21 minut.
V case 16 minut byla zaznamenana jedna pozitivni inkuba¢ni smés z osmi s templatovou
DNA §4 o koncentraci 0,05 pg/ul. Osm z osmi inkubacnich smési obsahujicich negativni

kontroly bylo falesné pozitivnich v ¢asovém intervalu 26 az 34 minut (viz obrazek 4.23).
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Obr. 4.23 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v pribéhu LAMP reakce se
sadou ,,primerd“ SAs3 s ,,primery*“ FIPv2pT, BIPpT a FL. LAMP reakce byla provedena pro
dvé koncentrace templatové DNA S4 — 0,05 pg/ul (modra kiivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka).
Negativni kontrola (oranzova ktivka) neobsahovala ptidavek templatové DNA SA4.
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4.8 Optimalizace koncentrace hore¢natych iontd v LAMP reakéni
smési se sadou ,,primert“ SAs3

Byly provedeny LAMP experimenty s upravenou koncentraci hofe¢natych iontti podle

postupu uvedeného v kapitole 3.3.3 na stran¢ 34. Celkem byl testovan vliv Ctyt riznych

koncentraci hotecnatych ionta (8, 7, 5 a4 mM) v 10ul inkubacni smésich.

4.8.1 8 mM koncentrace hore¢natych iontu

V ptipadé koncentrace DNA S4 0,5 pg/ul bylo vSech osm reakei pozitivnich v ¢asovém
intervalu 10 az 15 minut. Ctyfi z osmi inkubaénich smési s templatovou DNA SA4
o koncentraci 0,05 pg/ul byly pozitivni v asovém intervalu 16 az 23 minut.
Vsechny negativni kontroly byly falesné pozitivni v ¢asovém intervalu 28 az 33 minut

(viz. obrazek 4.24).

1500

1000

500

Relativni intenzita fluorescence

0 10 20 30 40 50 60 70

Negativni kontrola ~ =———0,05 pg/ul —0,5 pg/ul

Obr. 4.24 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v pribéhu LAMP reakce se
sadou ,,primeri* SAs3 a 8 mM koncentraci hof'e€natych ionti v jednotlivych inkubaénich
smésich. LAMP reakce byla provedena pro dvé koncentrace templatové DNA S4 — 0,05 pg/ul
(modra ktivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka). Negativni kontrola (oranzova kiivka) neobsahovala
ptidavek templatové DNA SA4.

4.8.2 7 mM koncentrace hore¢natych iontu

Inkubacni smési se 7 mM koncentraci hotecnatych iontl poskytly nésledujici
vysledky: sedm z osmi inkubacnich smési s templatovou DNA SA4 o koncentraci 0,5 pg/ul
bylo pozitivnich v ¢asovém intervalu 8 az 14 minut. Dv€ z osmi inkubacnich smési
obsahujici templatovou DNA S4 o koncentraci 0,05 pg/ul byly pozitivni v Casovém
intervalu 18 az 20 minut. Osm z osmi inkubacnich smési obsahujicich negativni kontrolu

bylo fale$né pozitivnich v ¢asovém intervalu 26 az 33 minut (viz. obrazek 4.25).
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Obr. 4.25 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v priubéhu LAMP reakce
s ,,primery“ sady SAs3 a 7 mM Kkoncentraci hoiecnatych iontt v jednotlivych inkubaénich
smésich. LAMP reakce byla provedena pro dvé koncentrace templatové DNA S4 — 0,05 pg/ul
(modra kiivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka). Negativni kontrola (oranzova kiivka) neobsahovala
pridavek templatové DNA SA4.

4.8.3 5 mM koncentrace horecnatych iontu

V pfipadé¢ inkubacnich smési s5 mM koncentraci hofecnatych iontt
a templatovou DNA SA4 o koncentraci 0,5 pg/ul bylo zaznamendno osm pozitivnich
vysledki z osmi v ¢asovém intervalu 7 az 14 minut. Tfi z osmi inkuba¢nich smési
s 5 mM koncentraci hofec¢natych iontii a templatovou DNA S4 o koncentraci 0,05 pg/ul
byly pozitivni v ¢asovém intervalu 8 az 13 minut. Osm z osmi inkubacnich smési
obsahujicich negativni kontrolu bylo falesné¢ pozitivnich v ¢asovém intervalu

36 az 51 minut (viz. obrazek 4.26).
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Obr. 4.26 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v pribéhu LAMP reakce s
»primery*“ sady SAs3 a 5 mM koncentraci horecnatych iont v jednotlivych inkubaénich
smésich. LAMP reakce byla provedena pro dvé koncentrace templatové DNA S4 — 0,05 pg/ul
(modra kiivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka). Negativni kontrola (oranzova kiivka) neobsahovala
pridavek templatové DNA SA4.

4.8.4 4 mM koncentrace horecnatych iontu

Inkubacni smési se 4 mM koncentraci hofecnatych iontl poskytly nésledujici
vysledky: sedm z osmi inkubac¢nich smési s templatovou DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/ul
bylo pozitivnich v Easovém intervalu 11 az 16 minut. Ctyfi z osmi inkubaénich smési
obsahujici templatovou DNA S4 o koncentraci 0,05 pg/ul byly pozitivni v Casovém
intervalu 12 az 22 minut. Osm z osmi inkuba¢nich smési obsahujicich negativni kontrolu

bylo falesné pozitivnich v casovém intervalu 31 az 81 minut (viz. obrazek 4.27).
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Obr. 4.27 Zavislost relativni intenzity fluorescence na c¢ase v priubéhu LAMP reakce
s ,,primery“ sady SAs3 a 4 mM Kkoncentraci hoiecnatych iontt v jednotlivych inkubaénich
smésich. LAMP reakce byla provedena pro dvé koncentrace templatové DNA S4 — 0,05 pg/ul
(modra kiivka) a 0,5 pg/pl (zelena kiivka). Negativni kontrola (oranzova kitivka) neobsahovala
pridavek templatové DNA SA4.

4.9 Optimalizace LAMP protokolu pridavkem fluorescenéniho
barviva SYTO™ 82 a EvaGreen®

Byly provedeny LAMP experimenty s pfidavkem fluorescen¢niho barviva do reakéni
smési podle postupu uvedeného v kapitole 3.3.4 na stran¢ 35. Byl testovan vliv ptidavku

barviva SYTO™ 82 a EvaGreen® na priibéh LAMP reakce.

V ptipadg, kdy do reakéni smési bylo pfidano barvivo SYTO™ 82 bylo dosazeno
nasledujicich vysledkl: pro inkubaéni smési s templatovou DNA SA o koncentraci
0,5 pg/ul a daného fluorescencniho barviva bylo pozitivnich sedm z osmi testovanych
v ¢asovém intervalu 9 aZ 16 minut. Jedna z osmi inkubacnich smési, které obsahovaly
templatovou DNA SA4 o koncentraci 0,05 pg/ul byla pozitivni v ¢ase 10 minut.
Osm z osmi inkubacnich smési obsahujicich negativni kontrolu bylo faleSné pozitivnich

v Casovém intervalu 29 az 40 minut (viz. obrazek 4.28).
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Obr. 4.28 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v pribéhu LAMP reakce s
»primery* sady SAs3 a piidavkem fluorescencniho barviva SYTO™ 82 do inkubaéni smési.
LAMP reakce byla provedena pro dvé koncentrace templatové DNA SA — 0,05 pg/ul (modra
kiivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka). Negativni kontrola (oranzova kiivka) neobsahovala pfidavek
templatové DNA SA4.

V piipadé piidavku barviva EvaGreen® bylo pozitivnich osm z osmi inkubaénich
smési obsahujicich templatovou DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/ul v ¢asovém intervalu
9 az 18 minut. Sest z osmi inkuba¢nich smési, které obsahovaly templatovou DNA S4
o koncentraci 0,05 pg/ul bylo pozitivnich v ¢asovém intervalu 10 az 24 minut.
Osm z osmi inkubacnich smési obsahujicich negativni kontrolu bylo faleSné pozitivnich

v ¢asovém intervalu 37 az 49 minut (viz. obrazek 4.29).
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Obr. 4.29 Zavislost relativni intenzity fluorescence na c¢ase v priubéhu LAMP reakce
s ,primery* sady SAs3 pridavkem fluorescen¢niho barviva EvaGreen® do inkubac¢ni smési.
LAMP reakce byla provedena pro dvé koncentrace templatové DNA SA4 — 0,05 pg/ul (modra
ktivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka). Negativni kontrola (oranzova kiivka) neobsahovala ptidavek
templatové DNA SA4.

4.10 Optimalizace teploty a objemu LAMP reakéni smési se sadou
»primeri“ SAs3

Byly provedeny LAMP experimenty podle postupu uvedeného v kapitole 3.3.2 na strané

32. Témito experimenty byl testovan vliv teploty a objemu inkuba¢ni smési na pribeh

LAMP. Celkem byly testovany tfi razné teploty, pii kterych reakce probihala,

a to 65, 67 a 69 °C. Zaroven byl testovan pribéh LAMP pfi téchto teplotach ve tfech

ruznych objemech inkubac¢nich smési, a to 10, 25 a 50 pl.

4.10.1 Teplota 65 °C, objem 25 a 50 ul

Nejdiive byly provedeny experimenty se zvySenym objemem inkubacni smési
na 25 a 50 pl, pii teploté 65 °C. V ptipadé LAMP experimentl pii 65 °C a objemu
inkubacni smési 25 pl byly zaznamenany nasledujici vysledky: pro inkubacni smési
obsahujici templatovou DNA SA4 o koncentraci 0,5 pg/ul bylo pozitivnich osm z osmi
smési v Casovém intervalu 9 az 12 minut. P&t inkubacnich smési z osmi, které obsahovaly
templatovou DNA SA4 o koncentraci 0,05 pg/ul bylo pozitivnich v ¢asovém intervalu
9 az 28 minut. Osm z osmi inkubacénich smési obsahujicich negativni kontrolu bylo

fale$né€ pozitivnich v ¢asovém intervalu 33 az 50 minut (viz. obrazek 4.30).
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Obr. 4.30 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v priubéhu LAMP reakce
probihajici pti 65 °C a 25pl objemu inkubaéni smési se sadou ,,primera* SAs3 cilici na gen
nuc bakterie SA. LAMP reakce byla provedena pro dvé koncentrace templatové DNA S4 —
0,05 pg/ul (modra kiivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka). Negativni kontrola (oranzova kiivka)
neobsahovala ptidavek templatové DNA SA4.

V piipadé LAMP experimentu pii teploté 65 °C a 50ul objemu inkubacni smési
bylo zaznamenano osm z osmi pozitivnich inkuba¢nich smési obsahujicich templatovou
DNA SA4 o koncentraci 0,5 pg/ul v ¢asovém intervalu 8 az 10 minut. Sedm z osmi
inkubacénich smési obsahujicich templatovou DNA SA4 o koncentraci 0,05 pg/ul bylo
pozitivnich v ¢asovém intervalu 8 az 11 minut. Osm zosmi inkubacnich smési
obsahujicich negativni kontrolu bylo faleSné¢ pozitivnich v ¢asovém intervalu

19 az 29 minut (viz. obrazek 4.31).
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Obr. 4.31 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v pribéhu LAMP reakce
probihajici pti 65 °C a 50pl objemu inkubaéni smési se sadou ,,primerti“ SAs3 cilici na gen
nuc bakterie SA4. LAMP reakce byla provedena pro dvé koncentrace templatové DNA S4 —
0,05 pg/ul (modra kiivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka). Negativni kontrola (oranzova kiivka)
neobsahovala ptidavek templatové DNA SA4.

4.10.2 Teplota 67 °C, objem 10, 25 a 50 pl

Nasledovala sada experimentd pfi teploté¢ 67 °C a objemech inkubacnich smési
10, 25 a 50 pl. V ptipad¢ 67 °C a 10ul objemu inkuba¢nich smési bylo pozitivnich osm
z osmi smési obsahujicich templatovou DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/ul v Casovém
rozmezi 9 az 28 minut. V pfipad¢ inkubacnich smési s templatovou DNA S4
o koncentraci 0,05 pg/pl byly zaznamenény Ctyfi pozitivni smési z osmi, v ¢asovém
intervalu 13 az 26 minut. Osm z osmi inkuba¢nich smési obsahujicich negativni kontrolu

bylo fale$né pozitivnich v casovém intervalu 55 az 71 minut (viz. obrazek 4.32).
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Obr. 4.32 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v priubéhu LAMP reakce
probihajici pti 67 °C a 10pl objemu inkubaéni smési se sadou ,,primerti“ SAs3 cilici na gen
nuc bakterie SA. LAMP reakce byla provedena pro dvé koncentrace templatové DNA SA
— 0,05 pg/pl (modra kiivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka). Negativni kontrola (oranzova kiivka)
neobsahovala ptidavek templatové DNA SA4.

LAMP experimenty pii teplot¢ 67 °C a objemu 25 pl poskytly nasledujici
vysledky: osm zosmi inkubacnich smési obsahujicich templatovou DNA SA4
o koncentraci 0,5 pg/ul bylo pozitivni v ¢asovém intervalu 9 az 10 minut. Sedm z osmi
inkubacnich smési obsahujicich templatovou DNA SA4 o koncentraci 0,05 pg/ul bylo
pozitivnich v asovém rozmezi 8 az 19 minut. Osm zosmi inkubacnich smési
obsahujicich negativni kontrolu bylo falesné¢ pozitivnich v ¢asovém intervalu

48 az 71 minut (viz. obrazek 4.33).
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Obr. 4.33 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v priubéhu LAMP reakce
probihajici pti 67 °C a 25pl objemu inkubaéni smési se sadou ,,primerti“ SAs3 cilici na gen
nuc bakterie SA4. LAMP reakce byla provedena pro dvé koncentrace templatové DNA S4 —
0,05 pg/pl (modra kiivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka). Negativni kontrola (oranzova kiivka)
neobsahovala ptidavek templatové DNA SA4.

Pii pribéhu LAMP reakce pii 67 °C a 50ul objemu inkubacnich smési bylo
pozitivnich osm z osmi inkubacnich smési s templatovou DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/ul
v ¢asovém intervalu 8 az 10 minut. Osm z osmi inkubac¢nich smési s templatovou DNA
SA o koncentraci 0,05 pg/ul v €asovém intervalu 10 az 19 minut. Osm z osmi inkubacnich
smési obsahujicich negativni kontrolu bylo faleSné pozitivnich v ¢asovém intervalu

30 az 44 minut (viz. obrazek 4.34).
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Obr. 4.34 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v priubéhu LAMP reakce
probihajici pti 67 °C a 50pl objemu inkubaéni smési se sadou ,,primerti“ SAs3 cilici na gen
nuc bakterie SA4. LAMP reakce byla provedena pro dvé koncentrace templatové DNA S4 —
0,05 pg/ul (modra kiivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka). Negativni kontrola (oranzova kiivka)
neobsahovala ptidavek templatové DNA SA4.

4.10.3 Teplota 69 °C, objem 10, 25 a 50 pl

Nasledovaly LAMP experimenty pfi teploté¢ 69 °C ve tfech riznych objemech
inkubacnich smési a to 10, 25 a 50 ul. Prvni experimenty pfi teploté 69 °C a 10ul objemu
inkubacni smési poskytly nasledujici vysledky: osm zosmi inkubacnich smési
obsahujicich templatovou DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/ul bylo pozitivnich v casovém
intervalu 12 az 37 minut. Jedna z osmi inkubaénich smési obsahujicich templatovou
DNA §4 o koncentraci 0,05 pg/ul byla pozitivni v ¢ase 60 minut. Do 80 minuty, kdy byla
reakce ukoncena, nebyla zaznamendna zadna faleSné€ pozitivni inkuba¢ni smés negativni

kontroly (viz. obrazek 4.35).
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Obr. 4.35 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v priubéhu LAMP reakce
probihajici pti 69 °C a 10pl objemu inkubaéni smési se sadou ,,primera“ SAs3 cilici na gen
nuc bakterie SA4. LAMP reakce byla provedena pro dvé koncentrace templatové DNA S4 —
0,05 pg/ul (modra kiivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka). Negativni kontrola (oranzova kiivka)
neobsahovala ptidavek templatové DNA SA4.

Nasledovalo zvySeni objemu inkubacnich smési na 25 pl a pribéh LAMP
pti teplote¢ 69 °C. Osm z osmi inkubac¢nich smési, které obsahovaly templatovou DNA
SA o koncentraci 0,5 pg/ul bylo pozitivnich v ¢asovém intervalu 10 az 13 minut.
Jedna z osmi inkubacnich smési, které obsahovaly templatovou DNA S4 o koncentraci
0,05 pg/ul byla pozitivni v ¢ase 21 minut. Dvé z osmi inkubacnich smési negativni

kontroly byly falesné pozitivni v asovém intervalu 37 az 43 minut (viz. obrazek 4.36).
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Obr. 4.36 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v priubéhu LAMP reakce
probihajici pti 69 °C a 25pl objemu inkubaéni smési se sadou ,,primerti“ SAs3 cilici na gen
nuc bakterie S4. LAMP reakce byla provedena pro dvé koncentrace templatové DNA S4 —
0,05 pg/ul (modra kiivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka). Negativni kontrola (oranzova kiivka)
neobsahovala ptidavek templatové DNA SA4.

Objem reakéni smési byl navySen z 25 pl na 50 pl a LAMP experiment probihal
pii 69 °C. Osm zosmi inkubacnich smési obsahujicich templatovou DNA SA4
o koncentraci 0,5 pg/ul bylo pravdépodobné falesné pozitivnich v ¢asovém intervalu
10 aZ 13 minut. Zaroven bylo pravdépodobné faleSné pozitivnich osm z osmi inkuba¢nich
smési, které obsahovaly templdtovou DNA S4 o koncentraci 0,05 pg/ul, v casovém
intervalu 11 az 15 minut. Ctyfi inkubaéni smési negativni kontroly z osmi byly fale$n&

pozitivni v ¢asovém intervalu 11 minut az 35 minut (viz. obrazek 4.37).
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Obr. 4.37 Zavislost relativni intenzity fluorescence na c¢ase v priubéhu LAMP reakce
probihajici pti 69 °C a 50pl objemu inkubaéni smési se sadou ,,primera“ SAs3 cilici na gen
nuc bakterie SA4. LAMP reakce byla provedena pro dvé koncentrace templatové DNA S4 —
0,05 pg/ul (modra kiivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka). Negativni kontrola (oranzova kiivka)
neobsahovala ptidavek templatové DNA SA4.

4.11 Detekce bakterie SA v klinickych vzorcich metodou LAMP

Podle postupu uvedeného v kapitole 3.3.5 na stran¢ 35 byly pfipraveny inkubacni smési
se vzorky tii pacientli pro LAMP detekci bakterie SA. V prvnim kole testovani mély
inkubacni smési vysledny objem 25 pl. V pfipad¢ inkubaénich smési obsahujicich
negativni kontroly bylo faleSné pozitivnich osm z osmi inkubacnich smési v casovém
intervalu 43 az 58 minut. LAMP reakce dale probehla ve vSech Sesti inkubacnich smésich
s klinickym vzorkem A, pficemZ nartst intenzity fluorescence nad prahovou hodnotu
v byl zaznamenéan Casovém intervalu 7 az 33 minut. LAMP reakce probéhla rovnéz ve
vSech Sesti inkubacnich smésich se vzorkem klinického pacienta B, pficemz nartst
intenzity fluorescence nad prahovou byl zaznamenan v asovém intervalu 8 aZ 19 minut.
V ptipadé¢ inkubacnich smési obsahujicich klinicky vzorek pacienta C byl zaznamenéan
nartst intenzity fluorescence nad prahovou hodnotu pro vSech Sest testovanych

inkubacnich smési v asovém intervalu 9 az 11 minut (viz. obrazek 4.38).
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Obr. 4.38 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v pribéhu LAMP reakce 25pul
inkubac¢nich smési. Inkubacni smési negativni kontroly (oranzové kiivky) neobsahovaly
pridavek DNA S4. Inkubacni smési obsahujici vzorek A (zelené kiivky), vzorek B (Cervené
ktivky) a vzorek C (modré kiivky) byly az na jednu vyjimku pozitivni do 20 minut.

Nasledovalo testovani LAMP detekce SA v klinickych vzorcich pacientt
v inkubac¢nich smésich o objemu 50 pl. Byly testovany ¢tyfi inkubaéni smési obsahujici
negativni kontrolu a nartst intenzity fluorescence nad prahovou hodnotu v§ech smési byl
zaznamenan v ¢asovém intervalu 30 az 37 minut. LAMP reakce prob¢hla ve vSech tfech
50ul inkubacnich smési se vzorkem klinického pacienta A, pficemz nardst intenzity
fluorescence nad prahovou hodnotu byl zaznamenan v ¢asovém intervalu 9 az 11 minut.
V ptipadé¢ vzorku klinického pacienta B prob&hla LAMP reakce ve vSech Etyfech 50ul
inkubacnich smésich a narlst intenzity fluorescence nad prahovou hodnotu byl
zaznamenan v ¢asovém intervalu 8 az 9 minut. LAMP reakce probéhla rovnéz ve vSech
¢tyfech inkubacnich smésich se vzorkem klinického pacienta C a narQst intenzity
fluorescence nad prahovou hodnotu byl zaznamenan v ¢asovém intervalu 9 az 16 minut

(viz. obrazek 4.39).
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Obr. 4.39 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v pribéhu LAMP reakce S0pl
inkubacénich smési. Inkubacni smési negativni kontroly (oranzové kiivky) neobsahovaly
ptidavek DNA SA4. Inkubacni smési obsahujici vzorek A (zelené kiivky), vzorek B (Cervené
ktivky) a vzorek C (modré kiivky) byly pozitivni do 20 minut.

412 LAMP experimenty vyuzivajici jiz publikované sekvence
»primert“ pro detekci DNA bakterie SA
Byly provedeny dva LAMP experimenty vyuzivajici jiz publikované ,primery* pro
detekci DNA bakterie SA podle postupu uvedeného v kapitole 3.3.2 na strané 32.
V prvnim ze dvou experimentl byly podminky podobné jako v publikaci Wang a kol.
[47], tj. objem inkubacni smési 25ul a prabéh pii teploté 62 °C. Jedna z osmi inkubacéni
smési obsahujici templatovou DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/ul byla pozitivni v Case
17 minut. Jedna z osmi inkuba¢nich smési obsahujici templatovou DNA SA4 o koncentraci
0,05 pg/ul byla pravdépodobné faleSn€ pozitivni ve 26 minuté. Osm z osmi inkubacnich

smési negativni kontroly bylo faleSné pozitivnich v ¢asovém intervalu 26 az 39 minut

(viz. obrazek 4.40).
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Obr. 4.40 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v pribéhu LAMP reakce se
sadou publikovanych ,,primeri“ cilici na gen nuc bakterie SA. LAMP reakce byla provedena
pro dvé koncentrace templatové DNA SA4 — 0,05 pg/ul (modra kiivka) a 0,5 pg/ul (zelena kiivka).
Negativni kontrola (oranzova ktivka) neobsahovala ptidavek templatové DNA SA4.

Nasledoval druhy LAMP experiment se stejnymi ,,primery®, ktery probihal pii
stejnych podminkéch a koncentracich jako experimenty, jejichz vysledky jsou uvedeny
v kapitole 4.4 na stran€ 40. P&t z osmi inkubacnich smési obsahujici templatovou DNA
SA o koncentraci 0,5 pg/ul bylo pozitivnich v ¢asovém intervalu 11 az 36 minut.
Dv¢ z osmi inkubaénich smési obsahujici templatovou DNA S4 o koncentraci 0,05 pg/ul
bylo pozitivnich v ¢asovém intervalu 17 az 33 minut. Osm z osmi inkubaénich smési
negativni kontroly bylo fale$n€ pozitivnich v ¢asovém intervalu 50 az 59 minut

(viz. obrazek 4.41).
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Obr. 4.41 Zavislost relativni intenzity fluorescence na ¢ase v pribéhu LAMP reakce se
sadou publikovanych ,,primerd“ cilici na gen nuc bakterie SA pri teploté 65 °C. LAMP
reakce byla provedena pro dvé koncentrace templatové DNA S4 — 0,05 pg/ul (modra ktivka)
a 0,5 pg/ul (zelena kiivka). Negativni kontrola (oranzovad kiivka) neobsahovala piidavek
templatové DNA SA4.

4.13 Vizualni detekce produkti LAMP reakce a porovnani s jejich
teplotou tani
Vizualni detekce byla testovana pro budouci mozné pouziti metody LAMP pro detekci
bakterie SA v misté potieby. LAMP reakce byla provedena podle postupu uvedené¢ho
v kapitole 3.3.6 na stran¢ 36. Osm z osmi inkubaénich smési obsahujicich templatovou
DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/ul se pfi vizualizaci po ukonceni LAMP reakce pfi teploté
95 °C jevilo jako pozitivni a to tak, Ze zabarveni inkuba¢nich smési bylo mnohem
intenzivnéj§i v porovnani s negativni kontrolou. V pfipadé inkubacnich smési,
které¢ obsahovaly templatovou DNA S4 o koncentraci 0,05 pg/ul byly pozorovany tii
pozitivni inkuba¢ni smeési z osmi, a to opét na zdklad¢ zvysSené intenzity zabarveni smési.
V ptipad¢€ negativni kontroly nebyla po ukon¢eni LAMP reakce pfi teploté 95 °C okem

pozorovatelnd zvySend intenzita zabarveni (viz. obrazek 4.42).
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Obr. 4.42 Vizualizace produkti LAMP reakce pro sadu ,primeri“ SAs3 pomoci
transluminatoru. Fotografie byla pofizena po ukonéeni LAMP experimentu
a nasledném zahtati v§ech inkubacnich smesi na teplotu 95 °C v suché lazni po dobu 10 minut.
Pozitivni inkuba¢ni smési vykazuji intenzivnéj$i zabarveni.

Po ukonceni experimentu a analyze na transiluminatoru byla pro vSechny
inkubacni smési zmétena kiivka teploty tani produkti LAMP reakce. V piipadé vSech
negativnich kontrol byla ziskany pouze kiivky tani struktur, které tvoii LAMP ,,primery*
v rozmezi teplot od 60 do 70 °C. Teplotni kiivky inkubacnich smési obsahujici
templatovou DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/ul vykazovalo osm inkuba¢nich smési z osmi
teplotu tani v rozmezi teplot od 84,4 °C do 85,0 °C, znacici pfitomnost amplifikovaného
produktu. Tti inkubacni smési obsahujici templatovou DNA SA4 o koncentraci 0,05 pg/ul

z osmi vykazovaly teplotu tdni v rozmezi 84,3 a 84,6 °C (viz. obrazek 4.43).

71



Relativni intenzita fluorescence

Teplota (°C)

Negativni kontrola ~ =——0,05 pg/ul ——0,5 pg/ul

Obr. 4.43 Krivky teploty tani inkubacnich smési po priubéhu LAMP se sadou ,,primeru*
SAs3. Analyza teplotni kfivky negativni kontroly (oranzové kiivky) po pribéhu LAMP
neposkytla v pfipadé osmi inkubaénich smési z osmi zadny vykyv, ktery by znacil pfitomnost
amplifikovaného produktu. V pfipadé osmi inkubacnich smési s templatovou DNA S4
o koncentraci 0,5 pg/ul (zelené kiivky) byly zaznamendny kiivky tani struktur, které tvoii LAMP
produkty. V pfipad¢ tii inkubacnich smési s templatovou DNA S4 o koncentraci 0,05 pg/ul
(modré kiivky) byly zaznamendny kiivky tani znacici ptitomnost LAMP produktii.

4.14 Analyza ,,primera“ sady SAs3

Testovani ,,primerti” sady SAs3 bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole
4.3.7 na stran¢ 36. Byl testovan ptispévek ,,primert“, jejich homo a heterodimerd,
k relativni intenzité fluorescence. Pti optické vizualizaci modrym svétlem pies oranzovy
filtr (viz. obrazek 4.44) byla pozorovana stejné intenzita zabarveni vSech inkubacnich
smési ,,primerd* a jejich kombinaci. Vyjimku tvofily ,,primery* F3 a B3 a jejich vzdjemna
kombinace, které v porovnani s ostatnimi vzorky byly mnohem méné intenzivnéji

zabarvené.
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Obr. 4.44 Vizualizace roztoku jednotlivych ,primeri* a jejich kombinaci na
transiluminatoru. Jednotlivé inkubacni smési obsahovaly ,,primery” nebo jejich vzajemné
kombinace, fluorescencni barvivo a vodu. Fotografie byla pofizena pti laboratorni teploté
inkubaénich smési. Intenzita zabarveni jednotlivych smési byla srovnatelna, vyjimku tvorily
,primery* F3, B3 a jejich vzdjemna kombinace F3/B3.
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5 Diskuse

V obdobi globalni pandemie onemocnéni COVID-19 vzrostla poptavka po specifické,
rychlé, levné a pfistrojoveé nendro¢né metod¢ detekce patogentl. S rozvojem izotermalnich
amplifika¢nich metod se vyclenila metoda LAMP, ktera takové pozadavky splituje a zda
se byt vhodnym néstrojem detekce patogennich mikroorganismti. Piedpokladéme,
ze pouziti metody LAMP, a tedy spravna detekce a cilena 1é¢ba onemocnéni zpisobeného
bakteridlnimi a virovymi patogeny a muze hrat roli v prevenci antibiotické rezistence

takovych patogenti.

Cilem projektu TARGET, jehoz soucasti je i predkladand diplomova prace,
je mimo jiné pfispét k zavedeni metody LAMP pro detekci bakteridlnich patogenti
zpisobujicich infekce hornich cest dychacich, a to zejména pro pouziti v rozvojovych
zemich, a nebo v misté¢ potieby. Pfikladem takového patogenu je bakterie SA4,
které je jednim z nejéast&ji detekovanych patogent v klinické praxi. Siroce pouZivanou
metodou jeji detekce je PCR, ktera je vSak instrumentalné¢ velmi narocna [78].
Naproti tomu je metoda LAMP mnohem méné finan¢né nékladnd a ma tak potencial
metodu PCR nahradit. Na zaklad¢ literarni reSerSe byl vybran gen nuc jako cil LAMP
detekce bakterie SA. Studované LAMP experimenty byly vétSinou provadény s vyuzitim
fluorescen¢ni detekce. Cilem prace bylo metodu zavést do praxe v nasi laboratofi
a optimalizovat ji tak, abychom byli schopni spolehlivé detekovat bakterii SA4

v klinickych vzorcich pacientt.

Pro navrh vhodnych LAMP ,,primerd* bylo nejdifive nutné ziskat konsenzualni
sekvenci tak, abychom byli schopni pokryt co mozna nejvice kment bakterie S4, kterym
je lidska populace vystavena. Mnohonasobnym sekven¢nim porovnavanim byla ziskdna
konsenzualni sekvence genu nuc o délce 982 bp (viz. kapitola 4.1 na strané 37).
Pfi navrhu ,,primerd“ jsme vzali v potaz, Ze nejvétSi ucinnost ma metoda LAMP
v piipad€, ze je zahrnuto Sest ,,primert, coz znamena, ze kromé zékladnich ,,primeri*
F3, B3, FIB a BIP obsahuje reakéni smés také smyckové ,primery* FL a BL [10].
Standardni nastaveni programu pro generovani ,,primera‘ pro AT bohaté sekvence vSak
umoznilo nalézt pouze sady se ¢tyfmi zakladnimi ,,primery®. Proto bylo nutné zmirnit
kritéria pro generovani smyckovych ,,primerd®, tj. délka primert, teplota tani a obsah
GC pari. Celkem tak bylo ziskdno pét sad se vSemi Sesti ,,primery* a tfi sady s péti
Lprimery*. Vysledny nadvrh LAMP ,,primert* cilicich na gen nuc bakterie S4 tak poskytl

celkem osm sad k dal§imu testovani (viz. kapitola 4.2 na stran¢ 37).
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Se vSemi sety navrzenych ,primeri“ byly provedeny LAMP experimenty,
tzv. primarni testovani (viz. kapitola 4.3 na stran¢ 39). V prubéhu primarniho testovani
bylo mozné sledovat zavislost mezi pocateCnim mnozstvim templatové DNA S4 a Casem
pozitivni odezvy v podobné nariistu intenzity fluorescence nad prahovou hodnotu.
S klesajici koncentraci templatové DNA SA4 vinkubaéni smési zaroven klesala
spolehlivost ziskanych vysledkd, coz se projevilo zvySenou hodnotou smérodatné
odchylky pro hodnotu c¢asu, kdy dojde k prudkému narGstu intenzity fluorescence
v testované smeési, tj. pozitivni odezve reakce. V piipadé negativnich kontrol jsme se ve
vSech paralelnich reakcich setkali s fale$né€ pozitivni odezvou, ale nastésti az po dlouhém
case (kterou budeme diskutovat nize). U vétSiny sad ,,primerd* jsme byli schopni
spolehlivé detekovat templatovou DNA S4 o koncentraci 5,0 pg/ul do ptiblizné 20 minut,
s vyjimkou sad SAs1 a SAs4. Jednotlivé sady LAMP ,,primerti* se od sebe liSily rychlosti
tvorby amplikoni (jak bylo detekovdno méfenim narustu fluorescence) a citlivosti
(schopnosti detekce i velmi zfedénych roztoka templatové DNA SA). Prvni experimenty
napovidaly, Ze nejvhodnéjsi sada pro detekci genu nuc bakterie S4 bude SAs7. Negativni
kontrola sice vykazovala falesnou pozitivitu jiz v 70 minuté, coz bylo nejdiive ze vSech
ostatnich sad, ale bylo pravdépodobné, Ze budeme naopak schopni detekovat nejnizsi

koncentrace templatové DNA S4 v inkubaéni smési, v porovnani s ostatnimi sadami.

Na zaklad¢ porovnani vysledkili sekundarniho testovani (viz. kapitola 4.4 na strané
40) byla podle pfedpokladu vybrana jako nejvhodné;j$i sada SAs7. Byli jsme schopni
detekovat templatovou DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/ul ve vSech osmi paralelnich
inkubac¢nich smésich, a tedy s vysokou mirou spolehlivosti. Jako limit detekce, tedy
nejniz8i koncentrace templatové DNA S4, kterou lze spolehlivé detekovat v dané
inkubacni smési, tak byla stanovena koncentrace templatové DNA S4 0,5 pg/ul. Kontrola
byla falesné€ poprvé pozitivni az v 75 minuté. Diagnostické okno, tedy ¢asovy interval, ve
templatové DNA S4 od prvni faleSné pozitivni negativni kontroly, bylo 18 minut.
Ptistoupili jsme tedy k dalSi optimalizaci této metody, abychom byli schopni detekovat
produkty LAMP reakce v krat$im case, prodlouzili diagnostické okno a eventualné dale
snizili limit detekce. V prib¢hu optimalizace LAMP reakce jsme se zaméfili na nékolik
parametrii jako byla (i) koncentrace LAMP ,primeri“ a (ii) hofecnatych ionti,
(111) sekvence nékterych ,,primert“, (iv) teplota, pfi kter¢é LAMP reakce probihala

a (v) objemy inkubacnich smési.
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Zajimalo nas, jak se zméni pribéh LAMP reakce, zménime-li koncentraci
»primerd* sady SAs7 (viz. kapitola 4.5 na stran€ 47). Ani zvySena vysledna koncentrace
vSech ,,primerd* v inkuba¢ni smési, ani zdvojnasobena koncentrace pouze smyckovych
,primert*“ FL a BL sady SAs7 nevedla k zasadnimu zvySeni citlivosti LAMP reakce,
ale spiSe naopak. Zda se tedy, Ze koncentrace ,primeru“ zvolené dle doporuceni
dodavatele Saphire Bst Turbo polymerasy (firma Jena Bioscience) nezbytné pro LAMP

reakci je pro nase ucely optimalni.

Diky opakovanym experimentim se sadou ,,primerd“ SAs7 neuniklo nasi
pozornosti, ze cas, ve kterém se negativni kontrola jevi jako faleSné pozitivni
se s opakovanymi experimenty zkracuje, a to az pfiblizn€ o 30 minut (viz. kapitola 4.6 na
strané 49). Piestoze doSlo k dekontaminaci pracovniho prostoru a byly pouzity nové
zasobni roztoky, problém pietrvaval. Bylo konstatovano, ze doslo k pravdépodobné
kontaminaci, kterou nebylo mozno odhalit a odstranit. Bohuzel ke kontaminaci je LAMP
metoda velmi citlivd a v jinych kvalifikacnich pracich jiz byly hledany zpisoby,
jak ji ptedejit [88,89]. Proto jsme piistoupili k nové analyze primarniho a sekundérniho
testovani navrzenych sad ,,primert a byla vybrana sada SAs3, ktera méla stejny limit
detekce jako sada SAs7 (0,5 pg/ul) a zaroven cilila na jiny tsek v genu nuc nez sada SAs7
(viz. Obr. 4.5 na stran¢ 38 a 4.13 na stran¢€ 43). Cilit na jinou ¢ast genu nuc bylo dilezité,
nebot’ plivodcem kontaminace byly pravdépodobné produkty piredchozi LAMP reakce,
tudiz pouziti sady ,,primert‘, ktera by se ¢astecné piekryvala se sadou SAs7 by mohlo
opét vést k diive)si faleSné pozitivit€é negativni kontroly. V ptipadé sady SAs3 se sice
negativni kontrola jevi jako faleSn€ pozitivni o pfiblizn¢ 40 minut diive nez v ptipadé
sady SAs7, avSak dvacetiminutové diagnostické okno zistalo zachovéano (viz. obrazek

4.13 na stran¢ 43).

V piipadé¢ sady SAs7 nebyl zaznamenan pozitivni vliv na prib¢h LAMP
v pouzitim vy$$i koncentrace ,,primert“. PovaZujeme tento jev za obecny, a proto nebyl
tento experiment v piipadé¢ sady SAs3 opakovan. Na druhou stranu, je zndmo,
ze sekvence jednotlivych ,,primerd®, jejich tendence tvofit vlasenky a homo- nebo
heterodimery mé zasadni vliv na pribéh LAMP [28]. Proto byly déale navrzeny
dle literatury [90] ,,primery* FIP a BIP, ve kterych byly ¢asti ,,primeri* Flc-F2
a Blc-B2 propojeny péti nukleotidy thyminu (FIPpT a BIPpT) (viz. kapitola 4.7 na strané
50). Navzdory ocekavani, takto modifikované ,,primery* nevedly ke zlepSeni priib&hu

LAMP reakce (viz. obrazek 4.21 na strané 51).
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Druhy zpiisob, ktery zahrnoval modifikaci ,,primerid* bylo vytvoreni smyckového
FL ,,primeru®, ktery v sadé¢ SAs3 chybél. Pfitomnost obou smyckovych , primeri* miize
vést k zlepseni LAMP reakce [10]. Proto, aby bylo mozné ,,primer* FL vytvofit, bylo také
nutné provést upravu (posunuti) FIP ,primeru® tak, aby se ,,primery* nepiekryvaly.
Vznikl tak ,,primer* FIPv2. Vyslednd sada ,,primert®, obsahujici nov¢ ptfidany FL
a modifikovany FIPv2 ,primer* vSak rovnéz, bohuzel, nevedla k lepSimu vysledku

v porovnani s pttvodni sadou SAs3 (viz. obrazek 4.22 na stran¢ 52).

Tteti pokus o modifikaci ,,primeri spoc¢ival v ptidani péti nukleotid thyminu také
k nové vytvofenému ,primeru” FIPv2 (FIPv2pT), ktery byl spolecné s ,,primerem
BIPpT testovan v pfitomnosti FL ,primeru® (viz. obrazek 4.23 na stran¢ 52).
AvSak ani tato modifikace ,,primer‘ nevedla k lepSimu vysledku, proto jsme se pti dalsi
optimalizaci LAMP reakce zaméfili na reakéni podminky za pouziti ptivodni sady
Hprimerd SAs3, kterd obsahovala kromé zakladnich ¢tyt ,,primerti pouze jeden

smyckovy ,,primer* BL.

Pribéh LAMP je zavisly na hotfe¢natych iontech, které jsou dulezité pro funkci
Bst polymerasy a stabilitu dvousroubovice DNA [55,57]. Koncentrace hote¢natych ionti
byla v ptipad¢ pouZité reakéni soupravy 6 mM, proto byly dale testovany koncentrace
8, 7, 5 a4 mM (viz. kapitola 4.8 na stran¢ 53). Byl pozorovan caste¢ny trend, kdy
s rostouci koncentraci hotfecnatych iontll v inkubacni smési byl pribéh LAMP rychlejsi,
avSak se zrychlujici se LAMP reakci doslo také ke zrychleni reakce, ktera vedla k falesné
pozitivité negativnich kontrol. Pfi 4 mM koncentraci hofecnatych ionti v inkubaéni
smési doslo ke sniZeni limitu detekce, proto tato koncentrace nebyla vhodna pro dalsi
pouzivani (viz. obrazek 4.27 na stran¢ 56). Rozdil v pribéhu LAMP reakce s 6 mM
a 5 mM koncentraci hotfecnatych ionti byl zanedbatelny, proto byly dalsi experimenty

nadale provadény s 6 mM koncentraci hofecnatych iontll, ktera je optimalni.

Parametr, ktery mize ovlivnit LAMP reakci je kromé koncentrace hotfecnatych
iontll 1 koncentrace fluorescencniho barviva v inkubaéni smési. Fluorescenéni barvivo
muze prubéh reakce inhibovat, anebo naopak miize vést ke zvySeni citlivosti, jako tomu
bylo u jinych experimentli v nasi laboratofi s dalsi patologickou bakterii Streptococcus
pneumoniae [91]. Experimenty s piidavkem SYTO™ 82 a EvaGreen® neprojevily

vyznamny vliv na pribéh LAMP, a proto byla i nadale zachovédna ptivodni koncentrace
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barviva EvaGreen®, které je soucasti komeréni soupravy Saphire Bst Turbo polymerasy

(firma Jena Bioscience) (viz. kapitola 4.9 na strané 56).

Dalsimi testovanymi parametry, které by mohly mit zasadni vliv na pribéh LAMP
reakce, byly teplota a objem reakéni smési. LAMP reakce byla provedena pfi teplotach
65, 67 a 69 °C a objemech 10, 25 a 50 pl (viz. kapitola 4.10 na stran¢ 58). Vliv teploty
a objemu inkubacni smési byl porovnavan se standardnim experimentem pii 65 °C
v 10ul inkubaéni smési provedeném se sadou ,,primera” SAs3 béhem sekundarniho
testovani (viz. 4.4.4 na strané 42). Teplota 65 °C je doporucena vyrobcem komercni
soupravy Saphire Bst Turbo polymerasy (firma Jena Bioscience), kterou jsme v rdmci
této prace pouzivali. Se zvySujici se teplotou dochazelo k prodluzovani doby,
za kterou byl zaznamenan nariist fluorescence nad detekéni mez v ptipadé negativnich
kontrol, av§ak dochézelo také prodluzovani casu v ptipadé reakci v inkubacnich smésich
obsahujicich templatovou DNA S4. Naopak zvySovani reakéniho objemu vedlo
ke zkracovani primérnych ast v ptipad€ reakci, ve kterych byla pfitomna templatova
DNA SA. V ptipad¢ koncentrace 0,05 pg/ul dochazelo navic pii zvySovani objemu také
ke zvySovani pocti pozitivnich reakci. V ptipadé 50ul LAMP reakce, kterd byla
inkubovana pfti 67 °C doslo dokonce ke snizeni limitu detekce této metody o jeden tad,
tj. na 0,05 pg/ul, nebot’ vSechny paralelni reakce byly pozitivni (viz. obrazek 4.33 na
stran¢ 62). AvSak rozdil ¢asti nejpomalejsi spravné pozitivni reakce a nejrychlejsi faleSné
pozitivni kontroly se zkratil na deset minut. Do budoucna by bylo vhodné také vyzkouSet
napt. objemy 30 nebo 40 pl, kde je mozné oc¢ekévat prodluzujici se ¢asy nastupu falesné
pozitivity negativnich kontrol, a tak zvétsit diagnostické okno metody. Na misté by bylo

také blize prozkoumat teplotni optimum reakce, napt. pribéeh pii teploté 66 a nebo 67 °C.

LAMP metoda navrzena na zaklad¢ predchozich vysledki (sada ,,primert“ SAs3,
teplota 67 °C, objem inkubacni smési 25, respektive 50 pl pro klinické vzorky), byla dale
testovana na tfech vzorcich ziskanych od pacientl, u kterych byla infekce hornich cest
dychacich bakterii S4 prokazana ve stejnych vzorcich metodou PCR (viz. kapitola 4.11
na stran¢ 66). Vzorky, které byly odebrany specidlnim dechovym analyzatorem poskytla
spolupracujici laboratof Dr. Mariena de Jonge z Radboud University, Nizozemsko.
Ve vsech tfech vzorcich byla navrzenou metodou detekovéana bakterie SA do 20 minut.
Zaroven jsme ziskali pfiblizné dvacetiminutové okno, neZ byla zaznamendna prvni
faleSn€ pozitivni negativni kontrola (viz. obrazek 4.38 na stran¢ 67). ZvySenim objemu

inkubacni smési pro testovani klinickych vzorkid pacienti na 50 pl doslo k urychleni
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LAMP reakce o pfiblizné¢ 10 minut, takze pozitivni klinicky vzorek jsme detekovali
do piiblizn€¢ 10 minut pii zachovani dvacetiminutového diagnostického okna
(viz. obrazek 4.39 na stran¢ 68). Zda se tedy, Ze navrzena metoda LAMP bude pouzitelna

1 v klinické praxi, coz je zasadni pfinos této predkladané prace.

V nasi laboratoti byla také studovana LAMP detekce bakterie SA, zaloZzena na
,primerech® s jiz publikovanou sekvenci [47] (viz. kapitola 4.12 na strané¢ 68).
V publikaci Wang a kol. uvadéji detek¢ni limit templatové DNA S4 o koncentraci
1,47 pg/ull do 60 minut [47]. Pfi simulaci podobnych podminek v nasi laboratofi,
tj. prab¢h reakce pti 62 °C a dvojnasobné koncentraci smyckovych ,,primerta“ FL a BL,
nebylo dosazeno stejného vysledku jako uvadeli autofi ¢lanku. Pozitivni byla pouze jedna
z osmi inkubacnich smési s templatovou DNA SA o koncentraci 0,5 pg/ul a negativni
kontrola byla pozitivni jiz ve 26 minuté (viz. obrazek 4.40 na stran¢ 69). Musime ovSem
pripustit, Ze nebyla pouzita stejna detekcni souprava a detekce nebyla provedena
turbidimetricky ani kolorimetricky, jako tomu bylo v publikaci, ale fluorescenéné. O néco
lepSich vysledki pii experimentech s touto sadou ,,primert bylo dosazeno pii zvySeni
teploty na 65 °C a sniZeni koncentrace smyckovych ,,primerta“. V tomto piipadé bylo
pozitivnich pét z osmi inkubac¢nich smési s templatovou DNA SA4 o koncentraci 0,5 pg/ul
a negativni kontrola se stala fale$né pozitivni v 50 minuté (viz. obrazek 4.41 na stran¢
70). Usuzujeme, Ze nami pouzita detek¢ni souprava a zptsob detekce neni vhodny pro
detekci bakterie SA4 v kombinaci s témito publikovanymi ,,primery*. Kazdopadné s ndmi
navrzenou a optimalizovanou metodou LAMP pro detekci S4 dosahujeme vyrazné vétsi
citlivosti, reprodukovatelnosti, rychlosti a spolehlivosti nez v ptipad¢ dané publikované

metody [47].

Jak jiz bylo zminéno, cilem projektu TARGET je pouziti LAMP metody bez
nakladného vybaveni pro detekci patogent zplsobujicich akutni infekce hornich cest
dychacich v rozvojovych zemich a/nebo v misté potfeby. Proto bylo vyhodnoceni miry
fluorescence po urcitém Casovém intervalu, ktery jsme jiZ znali z ptedchozich detailnich
experimentl (ve kterych jsme miru fluorescence sledovali kontinudln¢), provedeno také
vizualn¢ (viz. kapitola 4.13 na stran¢ 70). Experimenty byly provedeny v 10ul
inkubacnich smésich pifi 65 °C, coZ mélo vliv na limit detekce. Byli jsme schopni
detekovat templatovou DNA S4 o koncentraci 0,5 pg/ul v osmi ptipadech z osmi do
20 minut. Templatovou DNA S4 o koncentraci 0,05 pg/ul jsme byli schopni detekovat ve
ttech ptipadech z osmi, tj. limit detekce tohoto provedeni byl 0,5 pg/ul templatové DNA
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SA. Tato vizualni detekce je pfedmétem dalSiho testovani spolecné s aplikaci metody

LAMP pro testovani dalSich patogenii, kterymi se projekt TARGET zabyva.

V ptipadé¢ inkubacnich smési, kter¢ byly vyhodnoceny vizualni detekei
fluorescence bylo provedeno také méfeni teplot tdni dvousroubovicovych struktur DNA
s cilem nezavisle ovéfit pritomnost produkti LAMP reakce, jejichz teplota tani spada do
uzkého teplotniho rozmezi. Bylo zjisténo, ze inkubacni smési, které¢ byly vyhodnoceny
jako pozitivni pomoci vizualni detekce fluorescence, obsahovaly struktury DNA, jejichz
teplota tani odpovidala teplotam tani LAMP produktt (viz. obrazek 4.43 na strané 72).
V piipad¢ reakci, které byly vyhodnoceny jako negativni byly zaznamendny pouze
struktury DNA, které maji vyrazné niz§i teploty tani a pravdépodobné odpovidaji
strukturdm, které tvoifi samotné ,,primery“. Toto zjiSténi ukdzalo, Ze vizudlni detekce
fluorescence LAMP reakci je vhodna pro rozliSeni mezi vzorkem pozitivni a negativnim

na ptitomnost cilového genu.

Zarovein nas v prubéhu celého LAMP testovani zajimal divod falesné pozitivity
negativni kontroly. Dle literatury muze byt zdrojem falesné pozitivity nespecificka
amplifikace vlasenek a homodimert dlouhych ,,primeri‘ jako jsou ,,primery* FIP a BIP,
pfipadné kontaminace reakéni smési produkty piedchozich reakci a svou roli hraje
fluorescenéni pozadi pouZitych ,,primert“ [28]. V pfipad€ nové pouzivané sady SAs3
jsme se pokusili ,,primery* otestovat a zjistit fluorescen¢ni pozadi pouzitych ,,primert‘
(viz. kapitola 4.14 na strané 72). Pti optické vizualizaci jsme pozorovali zvySenou
intenzitu zabarveni vSech inkubacnich smési, kromé& smési ,,primera“ F3, B3 a jejich
vzajemné kombinace, které vykazovaly niZ$i intenzitu zabarveni. Diivod, pro¢ tyto
»primery* nejméné piispivaly k intenzivnimu zabarveni je pravdépodobné mensi
koncentrace v reakéni smési nez ,primerd“ FIP, BIP a BL a také kratSi fetézec
oligonukleotidu. Bylo zfejmé, Ze negativni kontrola se bude jevit jako pozitivni praveé
kvali ,,primerim®. Abychom tomu jevu zabranili a odliSili spravné pozitivni LAMP
reakéni produkty od ptipadnych interferenci, miiZzeme si pomoci tim, Ze fluorescenci
odecitame pii zvySené teplote. Za téchto podminek totiz zistane zachovana struktura jen
téch klasickych komplexnich LAMP produktl, zatim co krat§i smycky a homodimery

»primerd* ztraci strukturu a tim i schopnost fluorescence.

Zavérem miizeme konstatovat, ze byla metoda LAMP detekce bakterie SA

usp&sné zavedena do praxe nasi laboratofe. S pomérné vysokou citlivosti a pfesnosti,
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tj. limit detekce byl stanoven na koncentraci templatové DNA SA4 0,05 pg/ul,
coz odpovida pfiblizn¢ 20 kopiim templatové DNA bakterie SA v 1 pl,
a priblizn¢ dvacetiminutovym diagnostickym oknem jsme byli schopni gen nuc bakterie
SA detekovat ve dostupnych vzorcich klinickych pacientii a naopak vzorky,

které neobsahovaly DNA S4 byly v daném intervalu negativni.
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6 Zaver

Predkladana diplomova prace se zabyva navrhem metody LAMP pro testovani vzorkl

pacientl na pfitomnost bakterie S4. Stanovené cile diplomové prace byly naplnény,

konkrétné bylo dosazeno nize uvedenych vysledk:

1.

Byla provedena literarni reSerSe na téma LAMP a jeho vyuziti v souvislosti
s detekci genu nuc bakterie SA, ktera tvoti uvodni Cast predkladané diplomové
prace (str. 12-25).

Byla ziskana konsenzualni sekvence genu nuc bakterie SA.

. Byly navrZeny a testovany sady novych ,,primerd* pro detekci genu nuc bakterie

S4 metodou LAMP.
Metoda byla optimalizovéna za uc¢elem snizit limit detekce, rozsifit diagnostické
okno a bojovat s faleSnou pozitivitou negativni kontroly (resp. tento jev

maximaln¢ zpomalit).

. Ziskali jsme novy, rychly a spolehlivy protokol detekce bakterie SA. Béhem

20 minut dand metoda bezpecné odlisi vzorek s koncentraci DNA S4 az 0,5 pg/ul
od vzorku negativniho.

Ve vzorcich klinickych pacienti jsme touto metodou ucéinné a spolehlivé
detekovali pfitomnost bakterie SA do 20 minut.

Produkty LAMP reakce v souvislosti s odhalenim S4 v inkuba¢nich smésich jsme
schopni vizudlné detekovat pro budouci pouziti metody v misté potieby,

tedy nezévisle na slozitém pfistrojovém vybaveni.
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