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1. UVOD

Bakterialni meningitidy jsou velkym celosvétovym problémem a zUstavaji
pro lékafskou verfejnost neustalou vyzvou, protoze doposud 10 — 20%
nemocnych tomuto onemocnéni podléha.

Progndza je zavisla na vCasnosti etiologické diagnézy a okamzitém
zahajeni adekvatni |éCby. Pozdni rozpoznani meningitidy (pfedevSim u
novorozencl) vede k nevratnym zmé&nam na CNS, které jsou bud neslucitelné
se Zivotem nebo zanechdvaji trvalé nasledky (1).

Diagnostika bakterialnich meningitid se opira o klinicky obraz, provedeni
lumbalni punkce a laboratorni vySetfeni mozkomisniho moku, a to cytologicke,
biochemické a mikrobiologické. Mikrobiologicka diagnostika je zcela zasadni
pro urCeni etiologického agens a tim zahajeni zcela specifické kauzalni
antibiotické terapie.

Obecné Ize konstatovat, Ze objasnénost bakterialnich meningitid pomoci
klasickych mikrobialnich technik (tj. mikroskopie, kultivace, hemaglutinace)
dosahuje pfiblizné 70%. Pomérné vysoké procento bakterialnich meningitid
tedy zUstava diagnosticky neobjasnéno.

Do mikrobiologické diagnostiky v poslednich letech stale vice pronikaji
molekularné biologické metody. Jejich nastup zacal v 90.letech dvacatého
stoleti. Jedna se o diagnostické postupy zalozené na molekularné biologickych
technikach, které se snazi detekovat jeden &i vice uUsekl nukleové kyseliny
s takovym poradim bazi, které je pro hledaného mikroba zcela typické. Nalez
takové struktury vinfekénim materidlu miaze byt poté povazovan za dukaz
pfitomnosti mikroba v pacientové organizmu. Tyto techniky umoziuji pfimou
detekci ptivodce onemocnéni v klinickych vzorcich bez nutnosti kultivace. Jejich
vyhodou je vysoka specifita, citlivost, a pfedevsim rychlost analyzy (2).

Ukolem molekularn& biologickych technik v diagnostice bakterialnich
meningitid je zvysit objasnénost nejCastéjSich etiologickych agens Neisseria
meningitidis, Streptococcus ~ pneumoniae, Haemophilus  influenzae,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, které

vyvolavaji zhruba 90% vSech bakterialnich meningitid (2,3).



Tato prace se zabyva predevSim primarnimi a sekundarnimi

bakterialnimi meningitidami a jejim cilem je:

1)

2)

Zjistit narust pozitivnich prikazd nejcastéjSich puvodcl bakterialnich
meningitid v letech 2003 - 2006 pomoci molekularné biologickych metod
zpracovat vysledky PCR prikazu zejména u téchto plvodcu:

Neisseria meningitidis

Streptococcus pneumoniae

Haemophilus influenzae

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Listeria monocytogenes

3) zavedeni real-time PCR pro prikaz DNA Staphylococcus aureus



2. TEORETICKA CAST

2.1. BAKTERIALNI MENINGITIDY

Bakterialni meningitidy jsou zavazna onemocnéni centralniho nervového
systému. CNS je strukturnimi i funkénimi mechanismy dobfe chranén proti
patogennim vlivim. Bakteridlni agens jsou jednim z moznych plvodct tohoto
onemocneéni.

Meningitidy bakterialniho charakteru jsou akutni i chronicka onemocnéni
postihujici mozkové obaly. Akutni meningitidy jejichz plvodci jsou bakterie, se
klinicky manifestuji jako purulentni meningitidy, oproti virovym meningitidam,
které se manifestuji jako aseptické. Purulentni meningitida je zplsobena
pyogennimi bakteriemi.

Mezi nejCastéjSi plvodce bakterialnich meningitid patfi Neisseria
meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, dale potom
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus. Nej¢astéjSimi plvodci u
novorozencl jsou Escherichia coli a Streptococcus agalactiae. Bakterie
Neisseria meningitidis ohroZuje zejména mladé osoby. Zaroven mohou byt
vSechny vékové kategorie ohrozeny pneumokoky, stafylokoky, streptokoky a
dalSimi mikroorganizmy (1).

Mechanizmus vzniku je nejasny. Mlze jit o hematogenni &i lymfogenni
cestu ze vzdaleného primarniho fokusu, zokoli pfi otitis media ¢&i pfi
sinusitidach, ale i o infekci pfi otevienych traumatech hlavy.

Bakterialni zanéty mozku a mozkovych blan s vyraznym hnisavym
nalezem v mozkomisnim moku délime na (1):

e primarni zanéty mozkovych blan
e sekundarni zanéty mozkovych blan
e novorozenecké meningitidy

e intrakranialni abcesy



2.1.1. Primérni bakterialni meningitidy

Vyskytuji se po celém svété, v epidemiich se Castéji vyskytuji na
africkém kontinenté a v jizni Americe.
Etiologie:

Etiologickym agens jsou nejCastéji Neisseria meningitidis, dale Ize

prokazat Streptococcus pneumoniae a Haemophilus influenzae.

2.1.1.1. Neisseria meningitidis

Neisseria meningitidis je gramnegativni diplokok, ktery ma tvar Zzemle
(viz. obrazek €.1), v likvoru je ulozeny intracelularné a snadno podléha autolyze.
Je znacné citlivy na vnéjsi vlivy a vétSinu antibiotik. Za druhovou specifitu jsou
zodpovédné polysacharidy bakterialniho pouzdra. Do soucasné doby bylo
odliseno 13 sérotypli (A, B, C, D, X, Y, Z, 29 E, W-135, H, |, K, L))(1).

Obr.¢.1. Neisseria meningitidis — barveni podle Gramma (4)
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Patogeneze:
Zdrojem je vyhradné& nemocny Clovék nebo bacilonosic€. Vstupni branou

je nosohltan a krevni cestou se bakterie dostavd do mozkomiSnich blan

prostfednictvim plexus choroideus.

Klinicky obraz:

Inkubacéni doba se pohybuje mezi 2 - 10 dny. Po 1 - 2 dnech (nékdy i po
nékolika hodinach) se objevuji necharakteristické pfiznaky pfipominajici vice Ci
méné akutni respiraCni onemocnéni. Dochazi k vzestupu horecky, objevuji se

silné bolesti hlavy s nauzeou event. opakovanym zvracenim. Pfi téz8im
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pribéhu dochéazi k rychlému zastfeni védomi, deliriu az bezvédomi. U malych
déti je doprovazeno celkovymi kieCemi.

Pfi objektivnim vySetfeni zjiStujeme meningialni pfiznaky . Dochazi
k rizné vyjadifenému drazdéni vegetativniho nervového systému, zarudnuti
tvafi, poceni. Na kuzi se objevuji petechie, zejména na bfiSe, hrudniku a
koncetinach. U tézkych pribéhl se petechie nachazi po celém téle a pfechazi
do znaénych hemorargii. Dochazi k porucham funkce mozkovych nervl. Dojde-
li k postizeni na zacatku (v prvnich hodinach) onemocnéni, dochazi Casto
k ireverzibilnimu postizeni (hluchota, slepota, ztrata Cichu). Tézkou komplikaci
je uzavér likvorovych cest, ktery vyzaduje okamzity chirurgicky zakrok.

Jako nasledky prodélané meningitidy mohou vzniknout hlavné u déti
psychomotorické retardace, epileptické zachvaty a zmény chovani. Loziskové
nasledky se mohou objevit vznikem cévni mozkové afekce, tromboflebitidy a
arteritidy, které zpusobuji ischemické |éze. Nasledky po prodélané meningitidé

pretrvavaji u 15 - 17% pacientu. Letalita se pohybuje kolem 5 - 10%. (1, 5)

Zvlastni formou onemocnéni je Waterhousuv — Friderichsenlv syndrom

charakterizovany postizenim kdry nadledvin.

Patogeneze meningokové sepse:

Endotoxin N. meningitidis aktivuje makrofagy, které produkuji tumor
necrosis faktor (TNF). Interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6). Tyto cytokiny u
téZce probihajicich meningokokovych infekci se tvofi do vysokych hodnot a
hraji dulezitou roli v mechanismu obrany hostitele. Jejich plsobenim dochazi
k poruse cirkulace, postiZzeni termostatického centra, horeCkam, k vyCerpani
funkce jater a kostni dfené, k poklesu kysliku ve tkanich, ke vzniku edému a
k acidoze. Nasledkem je selh&ni funkci ledvin, jater a plic.(1)

2.1.2. Sekundarni bakterialni meningitidy

Vyskytuji se po celém svété.

11



Etiologie:

Hlavnimi vyvolavateli sekundarnich meningitid jsou pfedevsSim
Streptococcus pneumoniae a Haemophilus influenzae.
V pribéhu endokarditidy muze jako komplikace vzniknout meningitida, ktera je
vyvolana pfevazné mikrobem Staphylococcus aureus, méné Ccasto S.

epidermidis (1).

2.1.2.1. Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae je grampozitivni, nepohyblivy, nesporulujici
diplokok sférického az ovalného tvaru ( viz. obrazek ¢.2). Jeho patogenita je
dana polysacharidem pouzdra. Patogenni jsou proto jen opouzdfené kmeny,
které rostou v S - koloniich, produkuji toxiny - pneumolyzin, neuramidazu a
princip vyvolavajici purpuru. Podle kapsularniho polysacharidu lze urcit 84
sérotypU, z nichZ prvnich 23 vyvolava 90% lidskych nékaz (1,5).

Obr.¢.2. Streptococcus pneumoniae — barveni podle Gramma (6)
e 2
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Patogeneze:
K pfenosu dochazi krevni cestou z nitrolebeénich lozZisek, jako jsou

3'1

otitidy, mastoiditidy , sinusitidy nebo pfimo otevienym zranénim.

Klinicky obraz:

Postizeni jsou zpravidla dospéli. Meningitida se rozviji pomaleji nez
meningokokova meningitida. V pfedchorobi nemocnych se objevuji opakované
zanéty stfedousi, vedlejSich dutin event. uraz hlavy. Tyto infekty chronického

charakteru probihaji obvykle bez pfiznaku, obas s bolestmi hlavy, vytokem
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z ucha. Prejde-li zanét na mékké pleny, stoupa horecka, bolest hlavy, zvraceni
a vyviji se meningialni syndrom.

Jedna- li se o pfimy prostup infekce z loZiska je vyvoj rychly. Nemocny je
béhem nékolika hodin v bezvédomi s vysokou hore€kou, je meningialni, event.
se mohou objevit kie€e. Pfi téZkém prabéhu hrozi vznik mozkového abcesu,
ktery byva nejCastéji odstranén chirurgicky. Pokud se nepodafi izolovat primarni
loZisko dochazi k opakovanym meningitidam. Jako nasledky mohou vzniknout
poruchy hlavovych nerva, které mohou vést k hluchoté, slepoté a u déti

k psychomotorické retardaci. Letalita je vysoka az 20%. (1,5)

2.1.2.2. Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae je gramnegativni nepohyblivy, nesporulujici
mikrob, ktery ma kulovity az vlaknity tvar (viz. obrazek ¢€.3). Podle kapsularniho
antigenu rozliSujeme 6 typl (a - f). Nejvirulentngjsi je typ b, ktery vyvolava
vétSinu systémovych onemocnéni. Neopouzdiené kmeny zpusobuji nova

vzplanuti chronickych zanétl dychacich cest, vedlejSich dutin a stfedousi. (1,5).

Obr.¢.3. Haemophilus influenzae — barveni podle Gramma (7)
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Patogeneze:
Pfenos se déje vzduSnou cestou. Mikroby prostupuji submukdzou

hornich cest dychacich do krve a krevni cestou dochazi k postizeni organt

(meningitida, epiglotitida).

Klinicky obraz:

Meningitida vyvolana Haemophilus influenzae postihuje nejCastéji déti

od 3 meésicl (novorozenci jsou pravdépodobné chranéni pasivné ziskanymi
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protilatkami od matky) do 5 let. Na zacCatku se objevuje nevyrazna infekce
dychacich cest, horeCka, zvraceni, neklid az nespavost, nechutenstvi. Postupné
se vyviji typicky nalez. U malych déti vyklenuti fontanely, u vétSich déti pozitivni
meningialni pfiznaky, event. bezvédomi a kie€e. Jestlize meningitida postihne
déti do 1 roku, dochazi k ucpani mozkovych cest s naslednym hydrocefalem.
Casto vznikaji subduralni vypotky, vyZzaduijici chirurgicky zakrok. Letalita je do
5% (1,5).

2.1.2.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je grampozitivni kok, ktery se vyskytuje jednotlivé
nebo v nepravidelnych shlucich ( viz.obrazek &. 4), nejagresivnéjsSi ze vSech
stafylokokl. Kmeny produkujici toxin — enterotoxin 6 mohou vyvolat syndrom
toxického Soku.

Jako ostatni stafylokoky je nadany fadou vlastnosti: odolnosti proti
nepfiznivym vlivim prostfedi, relativné snadnym vznikem rezistence na

antibiotika, schopnosti intracelularniho prezivani (1,5,9).

Obr.¢.4. Staphylococcus aureus — barveni podle Gramma (8)

Patogeneze:
Zdrojem infekce je Clovék, a to nemocny s hnisavym drénovanym

loZiskem nebo asymptomaticky nosi¢. Vyskyt nosiCstvi je vySSi u
zdravotnického, zvlasté nemocnicniho personalu a u déle hospitalizovanych
pacientll. Cesta prenosu infekce je pfima i nepfima, v nemocni¢nim prostredi je
nejdllezitéjSi prfenos infekce rukama personalu. V terénu se stafylokokové

infekce vyskytuji sporadicky, v nemocnicich nejsou vyjimkou mistni epidemie.
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Klinicky obraz:

K nej¢asté&jSim klinickym projevim patfi ranné infekce a pyodermie.
Hnisava meningitida je vzacna a obvykle se objevuje jako pooperacni Ci
pourazova komplikace, vzacné mlze byt metastatickym projevem pfi sepsi Ci

vzniknout prestupem z hnisavého procesu na povrchu lebky (1,5).

2.1.3. Novorozenecké meningitidy

Etiologie:
U novorozeneckych meningitid se uplatiuje snizena schopnost obrany.

Onemocnéni se vyskytuje od 1. dne az do 4. tydni zivota novorozence.
NejcastéjSimi vyvolavateli jsou streptokoky skupiny B a Escherichia coli,

meéné Casto Listeria monocytogenes.

2.1.3.1. Escherichia coli
Escherichia coli je gramnegativni nesporulujici pohybliva ty€inka s biiky
(viz. obrazek €. 5). Zatim je znamo 163 antigenll K a 53 antigent H. Mikrob je

termolabilni, je normalni sou€asti bakterialniho obsahu stfeva lidi a zvifat (1,5).

Obr.¢€.5. Escherichia coli — barveni podle Gramma (10)
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Patogeneze:
K infekci dochazi bud v pribéhu porodu (vdechnutim plodové vody pfi

porodu) nebo je zdrojem infekce zevni pfi€ina (nedostateCné dobfe umyté ruce
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oSetfujiciho personalu, infikované dudliky, savi¢ky, nedostatecna hygiena kize
pfi kojeni). Zdrojem infekce byva €asto matka.

Klinicky obraz:

Je zcela odliSny od ostatnich bakterialnich meningitid. Novorozenec je
apaticky, odmita piti, je hypotonicky ( muze byt i hypertonicky). Teploty nebyvaji
zvySené, naopak maze dojit k hypotermii. Chybi meningialni pfiznaky i vyklenuti
fontanely. Casto soudasné& probiha infekce mocéovych cest. Nejvazngjsi a
nejCastéjSi komplikaci je vznik hydrocefalu. U jednotlivého bloku likvorovych
cest je nutné provést chirurgicky zakrok, jinak je rekonvalescence provazena
poruchami vidéni, sluchu a psychomotorickou retardaci t€Zkého stupné. Letalita
je kolem 30 - 40% (1,5).

2.1.3.2. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes je grampozitivni tyCka se zaoblenymi konci (viz.
obrazek ¢&. 6), odolna vici zevnim vlivim. Vyskytuje se v nékolika sérotypech
(1,5,9).

Obr &.6. Listeria monocytogenes — barveni podle Gramma (11)
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Patogeneze:
Zdrojem nakazy mohou byt zvifata, vykaly, odpadni vody. Kromé

uvedenych moznosti mohou byt zdrojem nakazy i zdravi nosii v lidské
populaci. Jisty je pfenos placentou na plod, mozna je i nakaza v porodnich

cestach, ale i od oSetfujiciho personalu novorozeneckych oddéleni.
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Klinicky obraz:

Listeriéza gravidnich je velice zavazna. Mize probihat inaparentné, jako
lehké horec¢naté onemocnéni nebo jako cystopyelitida. Z matky se muze
nakaza placentarné prenést na plod a dojde bud k potratu i porodu mrtvého
plodu, nebo k porodu (vétSinou pfedCasnému) ditéte, u kterého se projevi jako
onemocnéni granulomatosis infantiseptica. Na kuzi, sliznicich a organech
novorozence jsou drobné granulomy s nekrézou, ve kterych je spousta listerii.
Novorozenec je dusny, trpi poruchami termoregulace a zachvaty kfeci. | pfi
okamzité l1écbé antibiotiky umira asi polovina postizenych novorozencu zahy po
narozeni.

Dojde-li k ndkaze v porodnich cestach, rozvine se koncem prvniho tydne

po porodu obraz hnisavé meningitidy (1,5).

2.1.4. Intrakranialni abcesy

V pribéhu bakterialnich meningitid mohou vzniknout jako komplikace
intrakranialni abcesy. Lokalizace abcest muze byt rizna. Pfi meningitidach
usniho pldvodu postihuje oblast laloku spankového nebo mozeckovou
hemisféru, pfi zanétech vedlejSich dutin obliejovych a u zlomenin spodiny lebni

postihuje pfevazné Celni lalok.

Etiologie:

V pribéhu bakteridlnich meningitid zalezi na zakladnim lozisku. P¥i
zanétech usnich a u fraktur lebnich kosti u dospélych je vyvolavatelem
predevSim Streptococcus pneumoniae, u déti Haemophilus influenzae, méné
Casto Streptococcus pneumoniae. Pfi bakterialnich meningitidach je

nejCastéjSim vyvolavatelem Staphylococcus aureus (1).

Klinicky obraz:

V prubé&hu meningitidy u akutniho abcesu pfFetrvavaji mistni i celkove
pfiznaky jako je bolest hlavy, horecCka, epileptické zachvaty, porucha védomi.
U chronického priibéhu se abces vyviji pomalu, opouzdfi se a mlze byt klinicky

zcela némy, event. pozdéji se mize vyvijet jako expanzivni proces. Kazdy
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abces hrozi vzdy perforaci, nej¢astéji do komorovych prostor, s okamzitou smrti

().

2.1.5. Diagnostika bakteridlnich meningitid

Diagnostika bakterialnich meningitid se opira o klinicky obraz, pfedevsim
o provedeni lumbalni punkce a vySetfeni mozkomisniho moku. Cilem vySetfeni
CSF u pacientll s podezfenim na neuroinfekci je v prvni fadé vylouceni Ci
prikaz pfitomnosti neuroinfekce a dale pak urCeni charakteru zanétlivého

procesu v CNS, jeho dynamiky a pfidruzenych komplikaci (1).

2.1.5.1. Mikrobiologické vysetreni

PFfimy prukaz puvodce bakterialnich meningitid se opira o mikroskopické
vySetfeni natéru z mozkomiSniho moku a kultivace pavodce. Vzhledem
k rozsahu moznych plvodcu je nutné pouzit Sirokou sestavu pad a kultivaénich
technik. CSF Ize kultivovat i v hemokultivaCnich nadobkach . Odbér CSF je
nutné provest pfed zahajenim léCby antibiotiky a co nejrychleji dorucit do
laboratore.

V pfipadé zavedeni IéCby antibiotiky pfed odbérem CSF izolace selhava.
Pak Ize puvodce prokazat pomoci latex — aglutinaéniho testu, pokud se jedna o

meningokoky, hemofily event. Escherichia coli (1).

Rozvoj molekularné biologickych metod , které v poslednich deseti
letech do mikrobiologické diagnostiky stale vice pronikaji, se zda velmi
perspektivni pro dal§i zpfesnéni diagnézy. Diagnostika pomoci PCR je vuci
mikroskopickym metodam citlivéjsi, vUici kultivaénim metodam rychlejSi a

umoziuje prokazat puvodce onemocnéni i po zahajeni |éCby antibiotiky (12).

2.1.5.2. Biochemickeé vysetreni

Spektrum biochemickych vySetfeni je velice Siroké. Vzdy se provadi
vySetieni zakladnich parametrt: hladina celkové bilkoviny, chloridu sodného,
laktatu , glukdzy imunoglobulint a albuminu. Stale vétSi vyznam ma vySetreni

hladin proteint akutni faze. U kazdého likvoru by se mélo provést vySetfeni
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spektrofotometrické, které podava informace a pfitomnosti hematogennich
pigmentu.

U bakterialnich meningitid nachazime hodnoty glukézy znaéné snizené.
Hodnoty chloridd byvaji v normé nebo lehce snizené, hodnoty bilkovin se
pohybuji v gramovych hodnotach. Bakteridlni meningitidy a encefalitidy

zpusobuji vzestup laktatu v likvoru (1).

2.1.5.3. Cytologické vysetreni

Pfi cytologickém vySetfeni je pozornost zameéfena na bunécnost a
bunéénou skladbu CSF. Bunécnost CSF je zjiStovana odectem poctu erytrocytu
v nativnim CSF a leukocytl v CSF obarveném fuchsinem ve Fuchsové -
Rosenthalové komarce. Je vyjadfovana poctem pfislusnych elementd na 3,2 ml
CSF. Diferenciaci elementl se provadi na urovni rozliSeni leukocytl a
erytrocytll. Provadéna diferenciace na mononukleary a polymorfonukleary se
nedoporu€uje s ohledem na riziko ziskani chybnych vysledki. Bunécnou
skladbu CSF je mozné vySetfit az odectenim trvalého cytologického preparatu
pfipraveného citlivou cytosedimentaéni metodou ¢ méné citlivou
cytocentrifugaci a obarveného zakladnim barvenim dle Maye - Grinwalda,
pfipadné nékterou z fady specialnich barvicich technik (13, 14,15).

Normalni cytologicky obraz CSF, vyjma CSF novorozencu, je
pfedstavovan bunécnosti do 10/3 leukocytd s pfibliznym pomérem
lymfocytarnich k monocytarnim elementim 7:3 a stoleranci do 10 %
aktivovanych lymfocytl. PFitomnost dalSich elementl je fyziologicky
nepfipustna (13,14,16).

ZvySena bunécnost CSF je oznacCovana jako pleiocytoza a normalni
bunécnost, ovSem s patologickou skladbou bunék, jako patologicka oligocytoza
s privlastkem odpovidajicim dominujici bunécné linii. Vyjimkou jsou nadorové
infiltrace meningitid, kdy je tumorozni pleiocytdza, resp. oligocytéza popisovana

i pfi zcela minoritnim zastoupeni nadorovych elementt v CSF (13,14,16).

2.1.5.4. Hematologické vysSetieni
Hematologické metody spocCivaji ve vySetfeni krevniho obrazu

s diferencialnim rozpoctem bilych krvinek a sedimentaci.
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U bakterialnich meningitid krevni obraz vykazuje leukocyt6zu s vyraznym
posunem doleva (k ty€im). Sedimentace erytrocytu je zvySena (1).

2.1.5.5. Zobrazovaci diagnostické techniky

Zobrazovaci diagnostické metody patfi u infek&nich nitrolebnich procesu
k zakladnim vySetfenim. Lze jimi diagnostikovat nékteré projevy kalcifikaci,
zmeény ve struktufe kosti a u hnisavych intrakranialnich procest primarni zdroj.

Z klasikych metod je to angiografie, neinvazivni vySetfeni diagnostickym
ultrazvukem, které se uplatriuje zejména u kojenct a malych déti. Dale potom
vypocetni tomografie, kter& napomaha krozliSeni mezi intracerebralni a
extracelebralni lokalizaci infek€nich nitrolebnich onemocnéni.

Stale vétSim pfinosem v diagnostice onemocnéni CNS je vySetfeni
magnetickou rezonanci, které umozriuje zachytit i velmi malé zmény v mozkové
tkani a pfimo zobrazit intrakranialni cévni systém (1).

U bakterialnich meningitid prokazuji elektroencefalograficka vysetfeni
nejCastéji difuzné abnormalni zaznam (u prim.meningitid). Pokud se objevi
fokalni nalez, je nutné doplnit elektroencefalografické vySetfeni pocitacovou
tomografii (CT). V pfipadech abnormalnich nalezl je nutné vySetfeni opakovat,

eventuelné doplnit vySetfenim prostfednictvim nuklearni magnetické rezonance

(1),

2.1.6. Lé¢ba bakterialnich meningitid

Nemocny je v prvnich hodinach ohrozen edémem mozku, proto se ihned
podavaji kortikosteroidy v rychlé infuzi po dobu nejvySe péti dni.
Pfi l1éCeni se vychazi z predpokladu, Ze vétSina bakterialnich meningitid je
vyvolana Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae a Straptococcus
pneumoniae a po pfijeti se podavaji z&kladni Sirokospektra antibiotika,
ampicilin  (détem) a chloramfenikol (dospéli) ve vysokych davkach. U
novorozeneckych meningitid a u gramnegativnich puvodcl se podavaji
cefalosporiny 3. generace (1).

Pokud je pozitivni mikroskopické vySetfeni a pozitivni izolace
vyvolavatele, je snaha o zavedeni cilené terapie podle puvodce a jeho citlivosti

na lécbu antibiotiky. Uspéch 1é&by se kontroluje jednak zlepSujicim se stavem
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nemocného, jednak opakovanym provedenim lumbalni punkce a vySetfenim
mozkomiSniho moku.

PFi zjisténé rezistenci na jednotlivé pivodce se méni IéCba antibiotiky.

U intrakranialnich abcesli se indikuje okamzita chirurgicka Iécba,
protoZze nemocny je ohroZzen perforaci abcesu do komorového systému a

okamzitou smrti (1).

2.1.7. Prevence bakterialnich meningitid

V prevenci bakterialnich meningitid existuji vakciny u hemofilovych
onemocnéni. Program vakcinace neni jednotny, imunita po oCkovani ma trvani
4 -5let (1).

U pneumokokovych onemocnéni se provadi ocCkovani polyvalentni
vakcinou (Pneumo 23, Pasteur Merieux) s trvanim imunity 5 let (1).

V prevenci meningokokovych nakaz se aplikuje dvouslozkova
polysacharidova vakcina A+C (Pasteur Merieux). Po jedné davce trva imunita
3 roky (1).

Proti onemocnéni meningokokem typu B nebyla doposud vyrobena

Zzadna spolehliva vakcina (1).
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2.2. VYBRANE MOLEKULARNE BIOLOGICKE METODY

V devadesatych letech dvacatého stoleti zafal mohutny rozvoj
molekularné biologickych metod, které postupné pronikaji do mikrobiologické
diagnostiky. Jsou pouzivany pro svou rychlost, specifitu a citlivost, pfispivaji
k rychlému stanoveni diagnézy a podili se na sledovani prabéhu onemocnéni a
uzdraveni pacienta (17, 18).

Bylo popsano velké mnozstvi metodik, které jsou uzite€né v riznych
diagnostickych situacich. Kazda ztéchto metodik se odliSuje od ostatnich
v poZadavcich na vzorek, v jeho pfipravé, v pracnosti a naro¢nosti provedeni,
v citlivosti a specifité. Diagnostické metody =zalozené na molekularné
biologickych metodach zpravidla zahrnuji pokus o nalezeni pro vyvolavatele
specifického useku (Usekll) nukleové kyseliny, ktery je pro hledaného patogena
zcela typické. Nalez takové struktury v infekénim materialu mize byt povazovan
za dikaz pfitomnosti infek&niho agens v pacientové organizmu.

Mezi nejCastéji pouzivané metody pfimého prikazu DNA patogent

vSeobecné patii amplifikace vybrané ¢asti genomu pomoci PCR (2,18).

2.2.1. 1zolace nukleovych kyselin ze vzorku

Pro detekci patogenli pomoci polymerazové retézové reakce, ale
i dalSich technik, je nutno nejprve izolovat DNA infekéniho agens z klinického
vzorku. Nukleovad kyselina patogenu se muiUzZe nachazet extracelularng,
intracelularné nebo integrovana do bunéfného genomu hostitele. Ve
zpracovanych vzorcich neni v Cisté formé&, ale spole¢né s nadbytkem bunécéné
nukleové kyseliny, proteinu, soli, lipidd a jinych chemickych sloucenin. Pro
detekci a dalSi analyzu je nutno ji alespon Caste¢né obnazit nebo dokonce
oddélit od kontaminujicich slozek. Pro bézné diagnostické metody neni nastésti
tfeba nukleovou kyselinu patogenu oddélovat od dalSi DNA. Oddéluji se pouze
ostatni slozky (18).

Pro izolaci DNA i RNA se pouzivaji rGzné postupy izolaci. V sou¢asné
dobé se velmi Casto pouzivaji komercné vyrabéné soupravy (kity). Orientacné
muzeme izolaéni postupy rozdélit na metody vyuZivajici fenol a metody bez-
fenolové.

Principy izolaci DNA vychazeji z chemickych vlastnosti

deoxyribonukleové kyseliny:
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Fosfatové estery jsou silné kyseliny a chovaji se jako anionty pfi neutralnim
pH

e baze jsou jen slabé bazické a bez naboje

¢ DNA se snadno precipituje alkoholem

e vodikové vazby mezi skupinami —NH, a —OH jsou stabilni v rozmezi pH
4-9

¢ DNA je mimoradné stabilni molekula a zaujima obvykle konformace A, B,
C z

2.2.2. Amplifka¢ni metody

2.2.2.1. Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce byla zavedena roku 1983 Kery Mullisem.
Je to in vitro metoda pro enzymatickou syntézu definované sekvence DNA.

Reakce vyuzZivd dvou oligonukleotidovych primerd, které hybridizuji
s protichidnymi vlakny denaturované DNA a od jejich 3'- koncu je zahajena
syntéza komplementarnich fetézcl. Syntéza nové DNA je zprostfedkovana
DNA polymerazou, v reakénim prostifedi jsou pfitomny deoxynukleotidy, které
predstavuji stavebni kameny pro nové syntetizovanou DNA (20).

Reakce zadina denaturaci, tedy zvySenim teploty obvykle na 94 - 96°C
po dobu 2 — 5 minut, kdy dojde k oddéleni komplementarnich Fetézcu
dvouviaknové DNA. Dulezita je kompletni denaturace templatu, protoze
v pfripadé, kdy dojde pouze k ¢astecné denaturaci, molekuly DNA velice rychle
renaturuji a to vede k nespecifické vazbé& primerd a mozZznym faleSnym
vysledkim.

Nasleduje vlastni polymerazova fetézova reakce tvofena opakovanymi
reakénimi cykly. Kazdy cyklus se sklada ze ftfi krok(, které jsou
charakterizovany odliSnymi teplotnimi pozadavky ( viz. obrazek €. 7).

Prvni denaturaéni krok, 20 - 40 sekund se zahfiva na teplotu 94 - 95°C
pro oddéleni fetézcu.

Druhym krokem je tzv. annealing, vazba primerl na obé komplementarni

vldkna DNA. Teplota se pohybuje vrozmezi 50 - 65°C, optimalizuje se
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v teplotnim gradientu nebo se stanovuje empiricky.Tato faze obvykle trva 30 -
60 sekund.

Poslednim krokem je extenze (elongace) primerl , kdy dochazi k syntéze
noveho komplementarniho fetézce pomoci Taq DNA polymerazy a vSech CtyF
deoxyribonukleosidtrifosfatd ve sméru 5’3’ na obou fetézcich. Pfi standardni
PCR probiha reakce pfi 72°C, po dobu 30 - 60 sekund. Taq Dna polymeraza
syntetizuje pfi této teploté DNA rychlosti pfiblizné 60bazi/s. Nové syntetizované
fetézce slouzi jako templaty pro dalSi cyklus. Ten je opét zahajen denaturaci,
kdy dojde k oddéleni nasyntetizovanych fetézci DNA. Béhem nékolika cykl
zacnou v roztoku pfevazovat amplifikované molekuly o urcité velikosti
ohrani¢ené z obou stran primery.

Obvykle se pro amplifikaci vyuziva 20 - 40 cykld, pficemz se v kazdém
cyklu mnozstvi molekul oproti pfedchazejicimu zdvojnasobi. Z celé molekuly
DNA, kterd se pouZije do reakce je amplifikovan pouze Usek mezi dodanymi
primery, protoZze DNA plymeraze pro iniciaci replikace na jiném misté primery
chybi. Délka amplifkovaného useku DNA je dana vzajemnou polohou primert a
byva nékolik desitek az tisic bazi, bézné se amplifikuji useky 100 - 300 bp
(para bazi).

Zavéredna extenze se provadi po poslednim cyklu pfi teploté 72°C/ 5 -
20 minut a slouzi k dokonc€eni syntézy a renaturaci jednofetézovych produktu
(20, 212).

Standardni PCR se nejCastéji provadi v reakéni smeési o objemu 20 -
100ul a sklada se obvykle zpufru, hofeCnatych iontl, dNTPs
(deoxynukleosidtrifosfaty), Tag DNA polymerdzy a templatové nukleove
kyseliny.

Templatem muze byt DNA nebo RNA. V pfipadé amplifikace RNA, je
nutné RNA pfed vlastni amplifikaci reverzné transkribovat do jednoviaknoveé
cDNA, ke které je druhé komplementarni viakno pfidano amplifikujici DNA
polymerazou. Vychozi mnozstvi DNA je velmi nizké, obvykle postacuje méné
nez 1ug genomové DNA, teoreticky postauje jedna molekula. Mnozstvi
temlatové nukleové kyseliny volime podle jeji velikosti, kvalita templatu
ovliviuje vysledek PCR. Doporu¢ovana mnozstvi DNA podle velikosti templatu
jsou: 100 - 500ng lidské genomové DNA, 1 - 10 ng bakterialni DNA a 0,1 - 1 ng
plazmidové DNA (18, 22).
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Primery jsou syntetické oligonukleotidy o velikosti 10 - 30 nukleotidu.
Sekvence a koncentrace ovliviiuje vysledek PCR. Optimalni koncentrace je
mezi 0,1 - 0,6 yM. U nékterych systémuU muze vySi koncentrace zlepsit
vysledky. Naopak nizSi koncentrace vede k pfed¢asnému vyc€erpani primerQ a
snizeni vytézku. Pomér GC : AT by mél byt 1 : 1, primery by méli obsahovat
oblasti bohaté na AT a GC a nemély by byt mezi sebou komplementéarni.

V PCR obc¢as dochazi k tvorbé tzv. dimer primeru, reakénimu produktu
slozenému primarné z primera pouzitych v reakci, ktery je dlouhy asi jako
dvojnasobek délky jednotlivych primera. Je velmi u€inné amplifikovan a maze
se stat prevladajicim produktem, €imz mulze snizit GCinnost amplifikace
specifickych sekvenci. Jinak jeho pfitomnost neinterferuje s detekci
specifickych sekvenci.

Deoxynukleosidtrifosfaty se pouzivaji bud ve formé& Na* nebo Li* soli.
Vysledné koncentrace se pohybuje v rozmezi 50 -100 uM pro kazdy nukleotid.
Nejbéznéjsi pouzivana koncentrace je 200 uM. Pfi zvySeni koncentrace dNTP
je tfeba zvysit koncentraci Mg" ionta.

HofecCnaté ionty tvofi rozpustny komplex s dNTP a tvofi substrat, ktery
rozpoznava DNA polymeraza. Volné hofecnaté ionty ovliviuji aktivitu enzymu.
Pro dosaZeni nejoptimalnéjSiho vysledku se jejich koncentrace stanovuje
expedimentalné. Optimalni koncentrace mize kolisat od 1 mM do 5 mM.
NejCastéji pouzivana koncentrace je 1,5 mM (pro 200 uM dNTP).

Termostabilni  Tag DNA polymeraza pochazi z  termofilniho
mikroorganismu Thermus aquaticus Zijiciho v horkych pramenech. Jeji teplotni
optimum je 75 - 80°C. Enzym vSak vydrzi teploty nad 90°C, dokonce az 98°C.
Diky tomu Ize enzym dodat pouze na zacatku a reakci zautomatizovat pouzitim
termalniho cykléru. Obvykla koncentrace je 0,5 - 2,5 jednotek/50 ul, ale
v jednotlivych pfipadech je vhodné vyzkouSet SirSi Skalu koncentraci. Pfilis
nizka koncentrace polymerazy je pfiCinou nedostatecné tvorby produktu, pfilis
vysoka zpusobuje nespecifity. Porfyriny, heparin, methanol a detergenty
inhibuji jeji aktivitu. Termostabilni DNA polymerazy byly izolovany i z dalSich
mikroorganism@, napf. Tth DNA polymeraza z Thermus thermofilus nebo
Pwo DNA polymeraza z Pyrococcus woesei.

Hodnota pH je dana reakénim pufrem. Obvykle odpovida pH 8,3 - 9,0.
Obsahuje 10 - 50 mmol/l Tris-HCI, maximalné 50 mmol/l KCI, pfipadné dalSi
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latky, které mohou v nékterych pfipadech ovlivnit u¢innost a specificnost PCR
reakce. Jejich vliv se obvykle urCuje experimentalné. Mohou to byt napf.
albumin bovinniho séra (100 ng/50 pl), dimethylsulfoxid (2 - 10% v/v - redukuje
nespecifické vazby primeru), detergenty (Tween 20), betain (0,5 - 2 M),
zelatina, glycerol (19,21).

Dfive se také pouzival mineralni olej, kterym se opatrné prevrstvovala
reakCéni smés a zabranoval tak vypafovani béhem reakce. Dnes uz se diky
technologiim termalnich cyklér s vyhfivanymi viky nepouziva.

Aplikace molekularné genetickych metod na bazi PCR reakci
v diagnostice infekCnich onemocnéni je zalozena na identifikaci unikatnich,
tzv. signalnich ¢&i specifickych sekvenci v molekulach nukleovych kyselin
patogennich mikroorganismu. Detekce charakteristickych fragmentt nukleovych
kyselin patogennich mikroorganismud ve vySetfovanych vzorcich klinického
materialu je ve vétsiné pfipadl pokladana za dikaz pravé probihajiciho nebo
nedavno probéhlého infek&niho onemocnéni (23).

V rutinni diagnostice je ucelné amplifikovat vice usekli DNA najednou.
PFi této tzv. multiplex reakci je pouzito vice parQ specifickych primert. Dochazi
k amplifikaci vice cilovych sekvenci pfi jedné reakci. Tohoto je mozno vyuzit
napf. pfi testovani vzajemné nesouvisejicich oblasti na DNA nebo pro
soucasnou amplifikaci vnitini kontroly spole¢né se vzorky. Vyhodou jsou i nizSi
cenové naklady nez pfi samostatnych amplifikacich (24).

PCR technika pronika do vSech oblasti molekularni biologie. Diky PCR
neni jiz limitovan vyzkum dfive ,nedostupné“ DNA jak v oblasti molekularné
biologického vyzkumu, tak v diagnostice. Pouziti a moznosti PCR se rozsifily do
vSech oblasti i diky nejriiznéjSim modifikacim jako jsou napf. nested PCR,
zpétna tzv. RT-PCR, in situ PCR, obracena tzv. inverse PCR, asymetricka PCR
a dalsi (20).
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Obr.€.7. Princip PCR (25)

1.denaturace, 2. annealing, 3. extenze, 4. kompletni cyklus PCR
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2.2.3. Gelova elektroforéza

DNA fragmenty vzniklée PCR reakci nebo $tépenim restrikCnimi
endonukleazami jsou bézné analyzovany pomoci elektroforézy v agar6zovém
gelu. Nukleové Kkyseliny migruji vagarézovém gelu vlivem pusobeni
stejnomérného elektrického pole a rychlost této migrace je nepfimo umérna
dekadickému logaritmu poctu par( bazi. VétSi fragmenty se tedy pohybuiji
pomaleji, mensi rychleji. Pfi neutralnim pH je DNA negativné nabita a migruje
od katody smérem k anodé. PfiCinou rovnomérného rozlozeni negativnich
naboji v mokelulach DNA a RNA je sacharido-fosfatova patef nukleovych
kyselin (21).

Elekroforéza se provadi v horizontaIlni poloze submerzni formou.
K jejimu provedeni se pouZivaji elektroforetické vany a hiebeny riznych
rozmeérl. Agarézové gely byvaji 3 - 6 mm silné, pomoci hiebene se tvofi jamky
pro nanaseni produktu PCR. Produkt je pfed nanesenim do jamky smichan
s nanaSecim roztokem (loading buffer), ktery je tézky, visk6zni a umoznuje
vloZeni vzorku do jamky v gelu pod pufrem. NanéSeci roztok obsahuje také

barvy (napf. bromfenolovou modr) fidici délku déleni; Ize sledovat, v jaké Casti
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gelu se fragmenty nachazeji. Elektroforéza probiha pfi pokojové teploté,
nejCastéji pouzivané napéti je 100 V.

Pro vizualizaci DNA fragmentl se z fluorescencnich latek pouziva
nejCastéji ethidium bromid, ktery vytvafi komplex s DNA. Tento komplex
absorbuje UV svétlo o vinové délce 260 - 300 nm. Pro zvySeni citlivosti detekce
DNA produktu Ize pouzit SybreGreen. Tato fluorescenéni latka je asi 8-10x
citlivéjSi nez ethidium bromid.

RozliSovaci schopnost agar6zovych gelu zavisi zejména na koncentraci
agarézy a dale na pouzitém pufru. Koncentrace gelu musi byt volena

v zavislosti na velikosti separovanych DNA fragmentu.

Tab.¢.1. Separacni rozmezi agarézovych gelt

Agaroza (%) DNA (bp)

1% 800 bp a vice
1,5% 600 — 800 bp
2% 200 — 800 bp
3% 80 — 200 bp

KratSi fragmenty je nutné délit v polyakrylamidovém gelu nebo pomoci specialni
agarozy (napf. MetaPhore Agarose). Polyakrylamidovy gel je druhym nejcastéji
pouzivanym elektroforetickym médiem v molekularni biologii. Muze byt
denaturacni, obvykle s ureou nebo nedenaturaCni. Jedna se o vertikalni
elektroforézu (18, 24).

2.2.4. Kontrola kvality

Pro zajiSténi spravnosti vysledkl je v laboratofi provadéna pravidelna vnitini
kontrola kvality. V molekularné biologickych metodach se sklada z pozitivni
kontroly, negativni kontroly a inhibiCni kontroly. Externi hodnoceni kvality se

pouziva pro porovnani vlastnich vysledku s jinymi laboratofemi.

2.2.4.1. Pozitivni kontrola amplifikace
Pozitivni kontrola amplifikace umozni kontrolovat fadny prabéh

amplifikaCni reakce, musi byt fazena ke kazdému béhu PCR. Pro tento ucel se
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pouziva vyizolovana DNA (resp. RNA) z kultury pfisluSného mikroorganismu
nebo z pozitivniho biologického materialu. Pozitivni kontrola nezarucuje

spravnost izolace (26).

2.2.4.2. Negativni kontrola amplifikace

Negativni kontrola musi byt opét fazena ke kazdému béhu PCR,
v pfipadé vétsiho poctu vzorku je vhodné pouzit dvé az tfi negativni kontroly.
NejCastéji se pouziva voda, je mozné vyuzit izolaci z negativniho biologického
materialu. Pfidava se k amplifikaéni smési ve stejném mnozstvi jako templatova
DNA. Jeji vyznam spocCiva v kontrole toho, zda nedoslo ke kontaminaci

templatu €i amplifikacni smési PCR produktem (26).

2.2.4.3. Inhibiéni kontrola amplifikace

Ve vySetfovaném materialu se miaze vyskytovat fada latek zpasobuijicich
inhibici polymerazové fetézové reakce. PFitomnost nejrliznéjSich inhibitort
rekombinantni termostabilni Taq DNA polymerazy muize vést k faleSné
negativnim vysledkim. K nejCastéji se vyskytujicim inhibitordm patfi
hemoglobin, bilirubin, heparin, quanidin, dextran sulfat sodny, triglyceridy,
glukoéza. Literatura (26) uvadi vyskyt inhibitord u 2 - 25 % vzorkl v zavislosti na
typu odebraného materidlu. Je vhodné pouZzivat interni standardy jako
indikatory procesu. Amplifikace interniho standardu probiha v jedné reakéni
zkumavce s testovanou DNA. Pokud nedojde k amplifikaci interni kontroly (IC),
lze pfedpokladat inhibici PCR. Pouziti interni kontroly amplifikace vylouci
vydavani faleSné negativnich vysledkd pfi prikazu extrahumanniho genomu
v klinickém materialu.

Amplifikace vnitfnich standard maze byt provedena rlznymi zpUsoby.
Bud muize byt do reakéni smési (MasterMixu) pfidan kromé paru primeru
komplementarnich k vySetfovanému cili dalSi par primerd komplementarnich
pro vnitfni standard a reakce je pak provadéna jako multiplex PCR. Pfi
vySetfeni klinického materialu, ktery obsahuje dostatek lidskych bunék, se
vyuziva pritomnost lidské DNA a probiha amplifikace napfiklad genu [pro -
aktin, B-globin, B-mikroglobulin, tzv. housekeepingovych gent. U materialu,
ktery obsahuje minimum ¢&i neobsahuje Zadnou lidskou DNA, se do amplifikacni

smeési pfidava cizoroda DNA. Nebo se mlze pouzivat PCR smés obsahujici
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pouze jeden par primerd komplementarnich pro diagnosticky cil i pro specialné
pfipravenou vnitini kontrolu. Pouziti shodnych primerld umozniuji identické 5' -
koncové sekvence vnitfniho standardu s cilovym usekem vySetfovaného agens.
Tato rekace je zaloZzena na principu koamplifikace nukleovych kyselin ve vzorku
a tudiz dochazi ke kompetici o vioZzené primery.

PFi kvalitativnim prikazu vySetfovaného agens musi byt koncentrace IC
velmi nizka, na hranici citlivosti, aby nemohlo dojit k amplifikaci IC na ukor
nukleové kyseliny infekéniho agens, a to ani pfi jejim velmi nizkém mnozstvi ve
vzorku (26).

Problémem diagnostické aplikace PCR technik je také riziko
téchto technik. NejCastéjSimi zdroji kontaminace jsou pomérné velka mnozstvi
cilovych molekul DNA nebo RNA pfitomnych ve vySetfovanych vzorcich, popf.
kontaminace reagencii pouzivanych pro PCR reakce, které jiz byly nékolikrat
pouzity. NejCastéji je to vS8ak akumulace produktll PCR reakci v laboratofi pfi
opakovanych amplifikacich tychz cilovych sekvenci. K zamezeni pfenosu je
nutné vsSechny reagencie pouZzivané v reakci fyzicky izolovat od zafizeni
a nastrojl, jimiz se analyzuji produkty, nejlépe v oddélené laboratofi, pouzivat
pipetovaci $picky s filtrem atd. Dodrzovani ochrannych mechanisma je nedilnou
soucasti vnitfni kontroly kvality.

Jednim ze zplsobU jak zabranit kontaminaci reakéni smési produkty
pfedchozich reakci je metoda, kdy je v procesu amplifikace
deoxythymidintrifosfat (dTTP) substituovan deoxyuridintrifosfatem (dUTP).
Produkty PCR z pfedchozi reakce jsou eliminovany excizi uracilovych zbytk(
pusobenim uracil-N-glykosylazy. Béhem kratké inkubace pfed viastni
amplifikaci, jsou fetézce DNA obsahujici uracil, které jsou pfitomny v reakCni
smési jesté z predchazejiciho klonovani, enzymaticky degradovany. Tyto
"roztrhané", nezadouci rétézce se pak nemohou stat substratem pro dalsi
amplifikaci. Samotna uracil-N-glykosylaza je pak teplotné inaktivovana pfi 95°C,
takZze nové produkty PCR se jiZ mohou akumulovat v reakéni smési. Ziska se
tedy nekontaminovana reakéni smés, ktera se amplifikuje béznou metodou
(18).
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2.2.5. Technologie real-time PCR

K provadéni real-time PCR se pouZivaji modifikované termocykléry,
tzv.svételné cykléry pro real-time PCR, napf. LightCycler (LC). Technologie
PCR v realném case (tzv. real-time PCR), nékdy také oznacCovanou jako
kineticka PCR. Jedné se o rychlou, vysoce citlivou a specifickou metodu, ktera
umozniuje pribézné sledovani tvorby PCR produktld jiz béhem jednotlivych
amplifikaénich cyklld. Nachazi Siroké uplatnéni pfi kvantifikaci DNA (RNA) ve
zkoumanych vzorcich a také pfi ur€ovani teploty tani PCR produktl (Tm). T je
dulezitou charakteristikou nové vytvofenych amplikond. Poskytuje informace
vyuzitelné napf. pro identifikaci PCR produktl, odliSeni nezadoucich
(nespecifickych) produktd (napf. primer - dimerd) nebo pro detekci mutaci
(22). Pfi kvantitativni real-time PCR Ize prubéh amplifikace prabézné
kontrolovat a porovnani s pfisluSnym standardem lze provést v optimalnim
bodé amplifikace. Ma Siroky dynamicky rozsah stanoveni koncentrace
v rozsahu nékolika fadli, zvySuje presnost, redukuje chyby a podminky PCR
lze pomérné rychle optimalizovat. Diky tomu, Ze vSe probiha v uzavieném
systému, nehrozi zde riziko kontaminace PCR produktem, a tim, Ze neprobih&a
zadné post - PCR zpracovani vzorku, je zkracen i €as nutny pro ziskani
vysledku (17, 22).

Poznatky, které polozily zaklad kinetické PCR byly ziskany v letech
1991 - 1992, kdy Higuchi a spol. vytvorili systém, s jehoz pomoci bylo mozné
zaznamenat produkty PCR bezprostiedné po jejich vzniku, tedy po kazdém
jednotlivém cyklu PCR. Vyuzili pfi tom dobfe znamé vlastnosti interkalaéniho
barviva ethidium bromidu (Et-Br), které po ozareni UV svétlem fluoreskuje.
Toho l|ze vyuzit pfi fixaci Et-Br na nové vytvorené dvouretézcové DNA a méfit
zvySujici se intenzitu fluorescencniho zareni béhem PCR.

Dnes existuje nékolik metod pro on-line fluorimetrickou detekci a
vyhodnoceni PCR. (interak¢éni barviva — SYBR Green |, hybridizaéni FRET
sondy, hydrolytické TagMan sondy, Molecular Beacons, LightUp sondy).

2.2.5.1. SYBR Green
SYBR Green | je interkalaCni barvivo, které se vaze na mensi useky

dvousSroubovice DNA. K maximalni excitaci SYBR Green | dochazi pfi 497 nm.
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Maximum emise DNA obarvené timto barvivem je pfi 521 nm. SYBR Green | je
velmi stabilni pfi teplotach i pH, které se vyskytuji pfi rychlém tepelném
cyklovani (ztraci pouze 6% aktivity béhem 30 amplifikacnich cykld). Sam o sobé

ale ve velmi vysokych koncentracich zacina inhibovat PCR reakci.

Princip reakce:

Na pocatku amplifikace obsahuje reakéni smeés denaturovanou
jednofetézcovu DNA, primery, SYBR Green | a dalSi komponenty jako
hofe€naté ionty a Tag polymerazu. V této fazi neni barvivo navazano na DNA a
intenzita fluorescence je na nizké urovni. BEhem annealingu PCR hybridizuji
primery k cilové sekvenci za vzniku malého mnozstvi dvouretézcové DNA, na
kterou se muze navazat SYBR Green |, ¢imz vzroste intenzita fluorescence.
V elongac¢ni fazi PCR se primery komplementarné prodluzuji a tudiz se muze
vazat stale vice barviva. Na konci elongacni faze jsou vSechny DNA
dvousroubovicemi a je navazano maximalni mnoZzstvi barviva. Fluorescence
(emise zeleného zafeni) se zaznamenava az na konci elongacni faze (extenze)
pfi 530 nm. Naruastajici mnozstvi PCR produktu se méfi v kazdém cyklu.
Intenzita fluorescencniho signalu je umérna celkovému mnozstvi dsDNA
pfitomné v reakci.

Vyhodou této metody je jednoduchost provedeni, citlivost a pfi pouZiti
SYBR Green | neni potfeba délat desing a optimalizaci sond.

Nevyhodou této metody je, Ze signal muze byt detekovan, i kdyZ v reakci
neni zadna specificka cilova sekvence. Tento signal vznika z davodu vazby
barviva na dvousSroubovici vedlejSiho produktu, nebot SYBR Green | se vaze
stejnomérné na jakoukoliv dvousroubovici DNA; na specifické i nespecifické
produkty nebo i primery - dimery. Vznik primer - dimerl je vysledkem pouziti
neuplné optimalnich primerl a objevuje se obzvlasté v reakci, kde je malo
templatu nebo vibec zadna DNA (27, 28, 29)
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Obr.¢.8. Princip reakce barviva SYBR Green |
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FLUORESCENCE

2.2.5.2. Hybridiza¢ni FRET sondy

Pro sekvencné specifickou detekci PCR produktu se vyuzivaji
hybridizaéni sondy (préby), které umoziuji detekci DNA a jeji kvantifikaci.
V souCasnych systémech se vyuZzivaji dvé specificky navrzené, sekvencné
specifické oligonukleotidové sondy zna¢ené dvéma rliznymi barvami. Sekvence
téchto préb se voli tak, aby mohly komplementarné hybridizovat na cilovou
sekvenci amplifikovaného DNA fragmentu v ,head-to-tail” uspofadani
(polymerace ,hlava-pata”), €¢imz se vazi dvé barvy v tésné blizkosti. Mezi barvy,
tzv. fluorofory, které jsou k témto ucellm pouzivany, patfi fluorescein,
LightCycler Red 640 (LC Red 640) a LightCycler Red 705 (LC Red 705).

Princip reakce:

Zakladem reakce jsou dvé hybridizacni sondy oznacené rozdilnymi
fluorescencnimi barvami. Prvni sonda je oznacena na 3' -konci fluoresceinem a
pIni funkci donorového fluoroforu, druha sonda je ozna¢ena na 5' -konci bud LC
Red 640 nebo LC Red 705 a slouZi jako akceptorova barva. Reakéni smés
obsahuje kromé& dvou sond jesté reakCni pufr, dNTPs, Taq polymerazu,
protilatku proti polymeraze, hofec¢naté kationty, primery a templat. Béhem
denaturace vytvafi templat jednofetézova vliakna.

Druha hybridizacni sonda (LC Red 640,resp. LC Red 705) se nijak
neuplatfiuje, ale prvni sonda (fluorescein) se excituje modrym svétlem (470nm)
a emituje zelené svétlo o delSi vinové délce (530nm). Detekce fluorescence
vSak probiha pfi 640 nm, resp. 705 nm a proto je v této fazi fluorescen¢ni signal
nulovy.Po dosazeni annealingové teploty hybridizuji PCR primery a sondy

komplementarné ke svym specifickym sekvencim cilovych usekl. Donorova
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barva se tak dostava do tésné blizkosti k akceptorovému fluoroforu. Fluorescein
se excituje modrym svétlem (470nm) ze zdrojové LED diody a nasledné emituje
zelené fluorescencni svétlo o trochu delSi vinové délce (530 nm). KdyZ jsou dvé
barvy navazané v tésné blizkosti, pfedava emitované svétlo ¢ast své energie
pomoci dipdl - dipdlovych interakci akceptorové barvé (navazané na druhou
hybridiza¢ni probu). Ta poté emituje fluorescencni svétlo o odliSné vinové
délce. Tento energeticky pfenos se oznacuje jako fluorescenéné rezonancni
prenos energie (FRET). Svétlo emitované LC Red 640, resp. 705 se nasledné
méfi na konci kazdého annealingu, tedy v dobé&, kdy dosahuje fluorescence
svého maxima. S kazdou nové vytvofenou molekulou amplikonu se zvysSuje
intenzita fluorescence. Cyklus, ve kterém dojde k narustu fluorescence na
detekovatelnou uroven, je nepfimo umeérny koncentraci cilové DNA, tzn. ¢im
vetsSi je mnozstvi DNA, tim mensi pocCet cykll je zapotfebi k pocatecnimu
vzrustu fluorescence (27, 28, 30, 31).

V dalSim kroku (elongaci) dochazi k vzestupu teploty, coz ma za
nasledek oddéleni sond od cilovych sekvenci. Béhem elongace také Taq
polymeraza dosyntetizovava dcefinné viakno komplementarné k templatovému
vlaknu. Na konci tohoto kroku jsou produkty PCR dvouSroubovicemi a sondy
jsou pfilis daleko od sebe, a proto nemlze dochazet k FRET.

Vyhodou této metody je, Ze pfi pouziti hybridizaénich sond se nedetekuje
fluorescence, pokud neni ve vzorku pfitomen cilovy templat. ACkoliv ve smési
muze dochazet k tvorbé primer — dimeru, nebudou tyto detekovany, nebot’ se

vyuziva sekvencné specifického detekéniho formatu.
Obr.€.9. Princip fluorescencniho zareni — FRET sonda
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2.2.5.3. Hydrolytické sondy (TagMan sondy, dualné znacené sondy)

TagMan technika vyuziva jedné sondy, vétSinou o dvaceti az fficeti
nukleotidech, ktera je znacena na obou koncich. Prvni fluorofor na 5' -konci
sondy plni funkci zafiCe (reportér) a druhy na 3' -konci ma funkci zhasece

(quencher).
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Princip reakce:

U sondy v inaktivnim (vychozim) stavu zhaseC potlaCuje zareni
emitované blizkym zafiCem a to procesem FRET. V reasociac¢ni fazi PCR
(annealing) dojde k hybridizaci sondy na cilovou sekvenci DNA mezi oba
primery. Zafeni je zatim jeSté potlaCeno zhaseCem. V prabéhu elongace pfi
vytvafeni nového fetézce postupujici Tag polymeraza svoji—5
exonukleazovou aktivitou nejdfive rozrusi komplex sondy s cilovou sekvenci
DNA. Poté dojde k exonukleazovému rozstépeni TagMan sondy a oddaleni
zhasecCe. Tim se zafi€ vymani z tlumivého vlivu zhasSecCe a emituje fluorescenci.
Ta je méFfena na konci kazdé elongacni faze PCR. S kazdou nové vytvofenou
molekulou amplikonu se zvySuje intenzita fluorescence. Cyklus, ve kterém
dojde k narustu fluorescence na detekovatelnou uroven, je nazyvan Ct (treshold
cyklus) a je nepifimo umérmy koncentraci cilové DNA. Cim vétsi je mnozZstvi
DNA, tim menSi pocet cyklu je zapotifebi k dosazeni Ct. V zavislosti na poctu
cykll, prfipadné zkalibraéni kfivky paralelné amplifikovaného vnitiniho
standardu, je pak mozno stanovit koncentraci neznamého vzorku.

Jako zafiCe se nejCastéji pouzivaji FAM (6-karboxyfluorescein) nebo JOE
(2', 7-dimetoxy-4, 5-dichloro-6-karboxyfluorescein). Funkci zha$ede zastava
TAMRA (6-karboxytetramethylrhodamin) nebo BHQ (Black Hole Quencher) (27,
28, 30).

Obr.€.10. Princip fluorescenéniho zafeni — TagMan sondy
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2.2.5.4. Molekulové signaly (Molecular beacons)

Pro kvantifikaci DNA se vyuZivaji vysoce specifické sondy ( Molecular beacons
- vyvinuté Fredem R. Kramerem), které maji tvar vlasenky, jejichz stfed (15 az
30 nukleotidu) je komplementarni k cilové sekvenci. Okrajové Useky (4 az 6
nukleotidd) sondy jsou komplementarni navzajem. Na jednom konci sondy je
pfipojen zafi¢ (reportér) a na druhém konci (quencher), jejichz tésna blizkost u
volné sondy zpuUsobi zhaSeni pfirozené fluorescenéni emise reportéru
(27,30,32).

Princip reakce:

Béhem annealingu real - time PCR se sonda excituje svétlem z pfistroje
(LED diody). Molecular beacons sonda hybridizuje ke své cilové sekvenci
jednofetézcové DNA, coz zpusobi otevieni smyCky vlasenky a oddaleni
reportéru na 5 -'konci a zhasece na 3' -konci. ProtoZze zhasec jiz neni v tésné
blizkosti, aby mohl dostateCné absorbovat emisi reportérové barvy neni
potlaena fluorescence a pfistroj detekuje signifikantni narust emitované
energie. K méfeni fluorescence proto dochazi na konci annealingu. Zméreny

signal je pfimo umérny mnozstvi cilové DNA ( 27,30, 32).

2.2.6. Real-time PCR cyklery

LightCycler (Roche Diagnostics)

LightCycler je unikatni kombinaci rychlého teplotniho cyklatoru pro
polymerazovou fetézovou reakci a mikrofluorimetru, ktera umoznuje flexibilni
on — line, real-time detekci reakéni kinetiky ( viz. obrazek &. 8). Dllezitym rysem
tohoto pfistroje je skuteCnost, Ze k amplifikaci a analyze dochazi ve stejném
reakénim prostoru. LightCycler je mozné pouzit pro rychlou kvantitativni
analyzu vstupniho poc¢tu molekul templatu pomoci PCR a analyzu
hybridiza¢nich kfivek, pouzitelnou pro identifikace/charakterizace PCR produktu
nebo pro mutacni analyzu (30).

Pro typické ohfivani a ochlazovani vzorkl pfi PCR se pouziva vzduch,
ktery ma velmi malou teplotni kapacitu. Vlastni (RT) PCR reakce probiha ve

specialnich  sklenénych kapilarach s vysokym pomérem objem/povrch.
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Spojenim obou faktort je mozné ménit velmi rychle teplotu reakéni smési (az
20°C/sec). LightCycler je jednim z nejrychlejSich teplotnich cyklatort — 30 cyklu
PCR je mozné provést (v zavislosti na dané reakci) za méné nez 20 minut.
Sklenéna kapilara plsobi jako opticky prvek podobny sklenénému viaknu —
zareni aplikované na Spicku kapilary je rozvedeno po celém objemu kapilary a
uvnitf kapilary excitované fluorescencni zafeni je mozné méfit ve Spicce. Bézny
reakéni objem je 20 pl.

Kapilary jsou umisténé v karuselu s 32 pozicemi, ktery mlGze byt vyjmut a
naplnén vzorky mimo pfistroj. To také znamena, Ze je mozné karusel snadno
Cistit a dezinfikovat (30).

Fluorimetr pouziva jako zdroj svétla LED diodu s dlouhou Zivotnosti a
bez narokl na udrzbu (29). Excitacni svétlo se filtruje na pfisluSnou vinovou
délku a zaméfi soustavou CoCek na SpiCku kapilary. Emitované zafeni vzorku je
zkoncentrované stejnou soustavou ¢ocCek a po priuchodu pres systém zrcadel a
filtrd zméfené. Pouzité filtry umoznuji méfit fluorescenci pfi tfech vinovych
délkach — 530, 640 a 710 nm. Tyto vinové délky byly navrzeny tak, aby
dochazelo k co nejmenSimu spektralnimu ovliviiovani pfi pouziti tfi
fluorescencnich barev v jedné reakci (pfesah je dale eliminovan pomoci tzv.
kompenzacnich soubort). Pouzivaji se pro méfeni fluorescence fluoresceinu a
SYBR Green | (530 nm) a fluorescencnich barev LightCycler Red 640 a 705.
Protoze se fluorescein standardné pouziva jako donorové fluorescencni
barvivo, muze se provadét multiplex PCR se dvéma riznymi templaty nebo
zjistovat rizné mutace.

LightCycler se dodava s pocitaCem a pfislusnym ovladacim software.
Béhem jednotlivych cykll je PCR reakce monitorovana mérenim fluorescence a
nemeérené vysledky jsou okamzité (po kazdém méfeni) zobrazovany na
monitoru. Signal je méfen vzdy po pfesném nastaveni vzajemné pozice dané
kapilary proti optické jednotce. Doba mérfeni je asi 20 msec a vSech 32 vzorkl
se proméfi za asi 5 vtefin. Ziskana data se pouziji pfi nasledné analyze
(kvantifikaci, detekci mutaci). V pfipadé potieby se do daného PCR profilu
muZze pfidat krok, kterym se provede analyza hybridiza¢nich kfivek.

Pfi pouziti LightCycleru se sleduje zvySovani koncentrace cilové DNA

méfenim fluorescence. Pouzivaji se dva odliSné pfistupy. Pfi obou se do
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reakéni smési pfed vlastni amplifikaci pfidaji jak jednotlivé komponenty pro
PCR (nukleotidy, enzym, primery, templat), tak fluorescenéni barvivo.

Principialné je mozné vyuzit LightCyler pro dva odlisné typy kvantifikaci.
Jednak pro absolutni kvantifikaci, kdy se stanovuje mnozstvi vstupniho
templatu reakci v absolutnich hodnotach porovnanim se standardy (pomoci
kalibraCni kfivky) a pro relativni kvantifikaci, kdy se koncentrace vstupniho
teplatu vyjadfi jako pomérna hodnota vztazenim k obsahu vhodného house —
keeping genu (27).

Obr.¢.11. Light cycler a) schématicky nakres, b) fotka

1. ptivod vzduchu, 2. tepelnd spirdla, 3. tepelna komora, 4. ventilétor, 5. kapilara,
6. karusel, 7. Fluorimetr, 8. LED dioda, 9. detek¢ni kanaly, 10. rotor pohybujici
karuselem (55).
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3. EXPEDIMENTALNI CAST, VYSLEDKY

3.1. IZOLACE BAKTERIALNI DNA

Vhodnym materialem pro diagnostiku bakterialnich meningitid je likvor,
eventuelné sérum.

Extrakci bakterialni DNA vSech vzorkl jsme provadéli z likvoru
komerénim kitem QIAamp DNA Mini Kit firmy QIAGEN ( Hilden, némecko).
Proces extrakce je zahajen pocatecni lyzou proteinu v prostfedi lyza¢niho pufru
za pfitomnosti proteinazy K. Naslednym pfidanim ethanolu dochazi k precipitaci
bakterialni DNA a k jejimu zachyceni na koloné. Precipitovana DNA se poté
promyva wash-pufrem, ¢imz se odstrani bilkoviny a jiné nedistoty. JelikoZ tento
pufr obsahuje ethanol, nedochazi krozpusténi DNA a nukleova kyselina
zustava zachycena na koloné. K jejimu rozpusténi a vymyti z kolony dochazi az
po eluci vhodnym roztokem zahfatym na laboratorni teplotu.

Postupovali jsme podle protokolu izolace bakteridlni a virové DNA
komer¢nim kitem QlAamp DNA Mini Kit (250) firmy QIAGEN. Bakterialni DNA
byla nami upravenym postupem izolovana ( pokud bylo dostate¢né mnozstvi
likvoru) ze dvou alikvotd - 200 pl homogenniho vzorku likvoru a 200 pl
sedimentu po predchozi centrifugaci 8000 ot/10 min nasledujicim postupem:

e vzorky bylo nutno ekvilibrovat na laboratorni teplotu (15 - 25°C)
e do plastové centrifugacni zkumavky o objemu 1,5 ml jsme napipetovali

20 ul QIAGEN proteinazy K.

e pfipipetovali jsme 200 pl vzorku (Pfi nedostatku vzorku je nutno doplnit
do 200 pul pufrem PBS).

e pfipipetovali jsme 200 pl AL a 15 sekund intenzivné tfepali

e inkubace 10 min pfi 56°C v predehfatém termobloku

e kratce jsme centrifugovali (centrifugace probiha pfi laboratorni teploté)

e pfipipetovali jsme 200 pl 96% ethanolu. Intenzivné jsme trepali v pulzech

15 sekund a poté jsme vzorek kratce centrifugovali.

e vzniklou smés jsme prepipetovali na kolonu se sbérnou tubou,
centrifugovali jsme 1 minutu pfi 8 000 rpm. Kolonu jsme poté umistili na

novou sbérnou tubu.
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pripipetovali jsme 500 uyl AW1, centrifugovali 1 minutu pfi 8 000 rpm.
Kolonu jsme opét pfemistili na novou sbérnou tubu a pouzitou sbérnou
tubu jsme odstranili.

pripipetovali jsmo 500 ul AW2, centrifugovali jsme 3 minuty pfi 14 000
rpm.

kolonu jsme umistili na plastovou mikrozkumavku o objemu 1,5 ml.
Pfipipetovali jsme 200 ul AE pufru nebo sterilni vody ( pfedehfaté na
laboratorni teplotu) a nechali inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté.
Poté jsme centrifugovali 1 minutu pfi 8 000 rpm.

po dobu 48 — 72 hodin je mozZno vyizolovanou DNA skladovat pfi teploté

4°C. Pro dlouhodobé skladovani vzorkil j treba uchovavat DNA pfi —20°C

(33)

3.2. AMPLIFIKACE VYIZOLOVANE DNA
K provedeni  jednotlivych PCR reakci pro prikaz bakterialni DNA

jednotlivych pavodcl bakteridlnich meningitid jsme pouzili amplifikacni navody

z oddéleni molekularni biologie UKBD, které byly postupné v letech 1999 —

2001 optimalizovany.

3.2.1. Prakaz DNA Neisseria meningitidis metoda standardni PCR

K provedeni standardni PCR jsme vyuZzili primery z oblasti genu crg
(Al 5- GCT GGC GCC GCT GGC AAC AAA ATTC-3) a (A2 5- CTT CTG
CAG ATT GCG GCG TGC CGT-3) (34). SloZzeni MM je uvedeno v tabulce €.2.
Tab. €.2. Obsah smési pro PCR (MM) pro priikaz DNA Neisseria meningitidis

22 pl smési + 3 ul templatové DNA 1 vzorek
voda 12,8 pl
pufr Invitrogen (10x konc.) 1x 2,5 u
dNTPs (2,5 mmoll/l) 0,2 mmol/I 2,0 u
Mg (25 mmol/l) 2,5mmolll |25 pl
primer crg A1 (10 pmol/) 0,4 umol/l 1,0 pl
primer crg A2 (10 pmol/) 0,4 ymol/l 1,0 pl
Taq polymeraza Invitrogen (5 U/u) 10U 0,2 ul
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Pro amplifikaci jsme vyuzili cyklér RoboCycler Gradient bez vyhfivaného
vika. Z tohoto duvodu bylo nutné zakapat MM v PCR zkumavkéch olejem. PCR
probihala za tohoto teplotniho profilu:

e iniciaéni denaturace 5 min pii 95°C
- dale 35 cyklu:

e 30 s denaturace 95°C

e 30 s anneling pfi 55°C

e 30 s elongace pfi 72°C

e zAavéredna extenze 10 min pfi 72°C

Amplifikaéni produkty oclekavané velikosti 230 bp jsme detekovali
elektroforeticky na 2% agar6zovém gelu po obarveni ethidium bromidem.
Pouzili jsme velikostni marker M XIll firmy Roche Diagnostics (po 50 bp).
Pro pfiklad uvadime: na obrazku €.12. je detekovana pozitivita prikazu DNA
Neisseria meningitidis

Obr. €.12. Elektroforeticka detekce prukazu DNA Neisseria meningitidis

Vysvétlivky k obrazku ¢.12.
1. vzorek CSF pozitivni pro DNA Neisseria meningitidis
2. vzorek CSF pozitivni pro DNA Neisseria meningitidis
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velikostni marker po 50 bp (Roche, M XiIlI)
pozitivni kontrola

pozitivni kontrola

o~ w <

negativni kontrola

3.2.2. Prukaz DNA Streptococcus pneumoniae metoda standardni PCR

K provedeni standardni PCR, jsme pouZzili primery z oblasti genu 16S
rRNA (SP 5-AAG GTG CAC TTG CAT CAC TAC -3) a (UR 5- CTA CGC
ATT TCA CCG CTA CAC -3) (35) . SloZzeni MM je uvedeno v tabulce €.3.
Tab.t.3. Obsah smési pro PCR (MM) pro prukaz DNA Streptococcus

pneumoniae

20 pl smési + 5 ul templatové DNA 1 vzorek
voda 10,25 ul
pufr Invitrogen (10x konc.) 1x 2,5 u
dNTPs (2,5 mmoll/l) 0,2 mmol/I 2,0 u
Mg (25 mmol/l) 1,5 mmol/l | 1,5 pl
primer UR (10 pmol/d) 0,8 umol/l 2,0 u
primer SP (10 pmol/) 0,5 umol/l 1,25 pl
Taq polymeraza Invitrogen (5 U/u) 10U 0,2 ul

Pro amplifikaci jsme vyuZili cyklér M. J. Research DYAD. PCR probihala za
tohoto teplotniho profilu:

e iniciaéni denaturace 3 min p¥i 94°C
- dale 38 cyklu:

e 30 s denaturace 94°C

e 40 s anneling pfi 66°C

e 40 s elongace pfi 72°C

o zavéredna extenze 7 min pfi 72°C

Amplifikaéni produkty ocekavané velikosti 484 bp jsme detekovali

elektroforeticky na 2% agar6zovém gelu po obarveni ethidium bromidem.
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Pouzili jsme velikostni marker M Xlll firmy Roche Diagnostics (po 50 bp). Pro
pfiklad uvadime: na obrazku €.13. je detekovana pozitivita prikazu DNA

Streptococcus pneumoniae

Obr.C.13. Elektroforeticka detekce prikazu DNA Streptococcus pneumoniae

Vysvétlivky k obrazku &.13.

1. vzorek CSF pozitivni pro DNA Streptococcus pneumoniae
vzorek CSF pozitivni pro DNA Streptococcus pneumoniae
velikostni marker po 50 bp (Roche, M XIlI)

pozitivni kontrola

pozitivni kontrola

o w <D

negativni kontrola
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3.2.3. Prakaz DNA Haemophillus influenzae metoda standardni PCR

K provedeni standardni PCR, jsme pouZili primery z oblasti genu 16S
rRNA (HI 5- CGT ATT ATC GGA AGA TGA AAG TGC - 3) a (UR 5- CTA
CGC ATT TCA CCG CTA CAC -3) (35). SloZzeni MM je uvedeno v tabulce ¢.4.
Tab.€.4. Obsah smési pro PCR (MM) pro pritkaz DNA Haemophilus influenzae

20 pl smési + 5 ul templatové DNA 1 vzorek
voda 10,25 pl
pufr Invitrogen (10x konc.) 1x 2,5 u
dNTPs (2,5 mmoll/l) 0,2 mmol/I 2,0 u
Mg (25 mmol/l) 1,5mmol/l | 1,5 pl
primer UR (10 pmol/d) 0,8 umol/l 2,0 u
primer HI (10 pmol/ ) 0,5 umol/l 1,25 pl
Taq polymeraza Invitrogen (5 U/u) 10U 0,2 ul

Pro amplifikaci jsme vyuzili cyklér M. J. Research DYAD. PCR probihala za

tohoto teplotniho profilu:

e iniciaéni denaturace 3 min pfi 94°C

- dale 38 cyklu:
e 30 s denaturace 94°C
e 40 s anneling pfi 66°C
e 40 s elongace pfi 72°C

e Zzavéredna extenze 7 min pfi 72°C

Amplifikacni produkty ocCekavané velikosti

525 bp

jsme detekovali

elektroforeticky na 2% agar6zovém gelu po obarveni ethidium bromidem.

Pouzili jsme velikostni marker M XIllII firmy Roche Diagnostics (po 50 bp). Pro

pfiklad uvadime: na obrazku ¢€.14. je detekovana pozitivita prikazu DNA

Haemophilus influenzae
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Obr.C.14. Elektroforeticka detekce priakazu DNA Haemophilus influenzae

12 3 M45 6

Vysvétlivky k obrazku ¢.14.

1.

o 0 M X W N

negativni kontrola

vzorek CSF pozitivni pro DNA Haemophilus influenzae
vzorek CSF pozitivni pro DNA Haemophilus influenzae
velikostni marker po 50 bp (Roche, M XIlI)

pozitivni kontrola

pozitivni kontrola

negativni kontrola
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3.2.4. Prakaz DNA Staphylococcus aureus metoda standardni PCR

K provedeni standardni PCR jsme pouZili primery z oblasti genu fem B
(femB — rv 5-TGC GCA ACA CC CTG AAC TT-3) a (femB — fw 5-AAT TAA
CGA AAT GGG CAG AAA CA-3) (36). SloZzeni MM je uvedeno v tabulce €.5.
Tab.€.5. Obsah smési pro PCR (MM) pro pritkaz DNA Staphylococcus aureus

1. PCR

20 pl smési + 5 ul templatové DNA 1 vzorek
voda 12,9 ul
pufr TaKaRa (10x konc.) 1x 2,5 u
dNTPs (2,5 mmol/l) 0,2 mmol/l 2,0 u
primer fem —1 (10 pmol/) 0,48 umol/l 1,2 ul
primer fem — 2 (10 pmol/) 0,48 umol/l 1,2 ul
HS Taq polymeraza TaKaRa (5 U/u) 10U 0,2 ul

Pro amplifikaci jsme vyuZzili cyklér M. J. Research DYAD. PCR probihala za

tohoto teplotniho profilu:

e iniciaéni denaturace 10 min pfi 95°C

_ dale 40 cykld:
e 40 s denaturace 94°C
e 50 s anneling pfi 56°C

e 1 min elongace pii 72°C

e Zzavéredna extenze 7 min pfi 72°C

Amplifikacni produkty = oCekavané velikosti

686 bp jsme detekovali

elektroforeticky na 2% agar6zovém gelu po obarveni ethidium bromidem.

Pouzili jsme velikostni marker M XIllII firmy Roche Diagnostics (po 50 bp). Pro

pfiklad uvadime: na obrazku €.15. je detekovana pozitivita prikazu DNA

Staphylococcus aureus v hemokulture.
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Obr.C.15. Elektroforeticka detekce prukazu DNA Staphylococcus aureus —

hemokultura

12 3 4M56 7

Vysvétlivky k obrazku &.15.

1. vzorek CSF negativni pro DNA Staphylococcus aureus
vzorek CSF negativni pro DNA Staphylococcus aureus
vzorek hemokultura pozitivni pro DNA Staphylococcus aureus
vzorek hemokultura pozitivni pro DNA Staphylococcus aureus
velikostni marker po 50 bp (Roche, M XIlI)
pozitivni kontrola

pozitivni kontrola

o o 00 A wWN

negativni kontrola
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Na obrazku €.16. je elektroforetickd detekce DNA Staphylococcus aureus

v biologickém materialu s vyraznymi nespecifickymi bandy.

Obr.C.16. Elektroforeticka detekce prikazu DNA Staphylococcus aureus -

biologicky material

12 3 4 5 6 M7 8 9

Vysvétlivky k obrazku ¢.16.

1. vzorek CSF negativni pro DNA Staphylococcus aureus
vzorek CSF negativni pro DNA Staphylococcus aureus
vzorek CSF sl.pozitivni pro DNA Staphylococcus aureus
vzorek CSF pozitivni pro DNA Staphylococcus aureus
vzorek moce pozitivni pro DNA Staphylococcus aureus
vzorek moce pozitivni pro DNA Staphylococcus aureus
velikostni marker po 50 bp (Roche, M XIlI)
pozitivni kontrola

pozitivni kontrola

© ® N Z o 00 A~ W N

negativni kontrola
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3.2.5. Prikaz DNA Escherichia coli metoda standardni PCR

K provedeni standardni PCR, jsme pouzili primery z oblasti genu E.coli
inner (Eco3 5'-TAT GAA CTG TGC GTC ACA GCC -3’) a (Eco4 5'-CAT CAG
CAC GTT ATC GAA TCC -3) (37). SloZeni MM je uvedeno v tabulce €.6.
Tab.C.6. Obsah smési pro PCR (MM) pro priikaz DNA Escherichia coli

20 pl smési + 5 pl templatové DNA 1 vzorek
voda 13,3 ul
pufr TaKaRa (10x konc.) 1x 2,5 ul
dNTPs (2,5 mmol/l) 0,2 mmol/l 2,0 u
primer Eco —3 (10 pmol/) 0,4 umol/l 1,0 pl
primer Eco —4 (10 pmol/u) 0,4 pmol/l 1,0 pl
HS Taq polymeraza TaKaRa (5 U/u) (5 Ulul) 0,2 ul

Pro amplifikaci jsme vyuZili cyklér M. J. Research DYAD.

tohoto teplotniho profilu:

e iniciaéni denaturace 10 min pfi 94°C

- dale 35 cyklu:
e 30 s denaturace 94°C
e 30 s anneling pfi 60°C
e 30 s elongace pfi 72°C

e Zzavérecna extenze 10 min pfi 72°C

Amplifikacni produkty ocCekavané velikosti

186 bp

PCR probihala za

jsme detekovali

elektroforeticky na 3% agar6zovém gelu po obarveni ethidium bromidem.

Pouzili jsme velikostni marker M Xl firmy Roche Diagnostics (po 50 bp). Pro

pfiklad uvadime: na obrazku €.17. je detekovana pozitivita prikazu DNA

Escherichia coli.

52




Obr.C.17. Elektroforeticka detekce prikazu DNA Escherichia coli

Vysvétlivky k obrazku ¢.17.

1.

N o o0 WD

vzorek CSF pozitivni pro DNA Escherichia coli
negativni kontrola

vzorek CSF pozitivni pro DNA Escherichia coli
negativni kontrola

velikostni marker po 50 bp (Roche, M XIlII)
pozitivni kontrola

pozitivni kontrola

negativni kontrola
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3.2.6. Prakaz DNA Listeria monocytogenes metoda nested PCR

K provedeni nested PCR, jsme pouZzili primery z oblasti genu pro 1. PCR
iap outer( LM1 5’- CAA AGG TGG ATC CAA AGT AAC TGT-3") a (LM2 5’-TGG
AGC TTC CGA ATT CAC TTC TG-3’) (38). SloZzeni MM je uvedeno v tabulce

¢.7.

Tab.C.7. Obsah smési pro 1.PCR (MM) pro prikaz DNA Listeria

monocytogenes
1. PCR
20 pl smési + 5 ul templatové DNA 1 vzorek
voda 12,3 pl
pufr Invitrogen (10x konc.) 1x 2,5 u
dNTPs (2,5 mmol/l) 0,2 mmol/l 2,0 u
Mg (25 mmol/l) 2,0 mmol/l |{2,0 pl
primer LIS A (10 pmol/d) 0,2 umoll/l 0,5 u
primer LIS B (10 pmol/ ) 0,2 umoll/l 0,5 u
Tag polymeraza Invitrogen (5 U/u) 10U 0,2 ul

Pro amplifikaci jsme vyuZili cyklér M. J. Research DYAD.

tohoto teplotniho profilu:
e 5min25°C

e iniciaéni denaturace 5 min pfi 95°C

- dale 37 cykli:
e 40 s denaturace 95°C
e 45 s anneling pfi 50°C
e 50 s elongace pfi 72°C

e zavérecna extenze 10 min pfi 72°C
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Velikost produktu po 1.PCR 468 bp byl pouzit do 2.PCR, primery
Z oblasti genu iap inner (LM3 5’- CGA ATC TAA CGG CTG GCA CA-3) a (LM4
5- GCC CAA ATA GTG TCA CCG CT-3) (38). Slozeni MM je uvedeno
v tabulce €.8.
Tab.C.8. Obsah smési pro 2.PCR (MM) pro prikaz DNA Listeria

monocytogenes
2. PCR
20 pul smési + 5 pul produktu 1. PCR 1 vzorek
voda 11,3 ul
pufr Invitrogen (10x konc.) 1x 2,5 u
dNTPs (2,5 mmoll/l) 0,2 mmol/I 2,0 u
Mg (25 mmol/l) 2,0 mmol/l | 2,0 ul
primer LIS C (10 pmol/ ) 0,4 umol/l 1,0 pl
primer LIS D (10 pmol/) 0,4 umol/l 1,0 pl
Taq polymeraza Invitrogen (5 U/u) 10U 0,2 ul

Pro amplifikaci jsme vyuZzili cyklér M. J. Research DYAD. PCR probihala za
tohoto teplotniho profilu:

e iniciaéni denaturace 5 min pii 95°C
- dale 28 cyklu:

e 40 s denaturace 95°C

e 45 s anneling pfi 50°C

e 50 s elongace pti 72°C

e zavérecna extenze 10 min pfi 72°C

Amplifikacni produkty ocekavané velikosti 287 bp jsme detekovali
elektroforeticky na 2% agar6zovém gelu po obarveni ethidium bromidem.
Pouzili jsme velikostni marker M XllI firmy Roche Diagnostics (po 50 bp). Pro
pfiklad uvadime: na obrazku €.18. je detekovana pozitivita prikazu DNA

Listeria monocytogenes.
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Obr.C.18. Elektroforeticka detekce prikazu DNA Listeria monocytogenes
(detekce po 2. PCR)- nested PCR

1 2 3 M 4 5 6

Vysvétlivky k obrazku ¢.18.
1. vzorek CSF pozitivni pro DNA Listeria monocytogenes
2. vzorek CSF pozitivni pro DNA Listeria monocytogenes
3. vzorek CSF negativni pro DNA Listeria monocytogenes
M velikostni marker po 50 bp (Roche, M XIlII)
4. pozitivni kontrola
5. pozitivni kontrola
6. negativni kontrola
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3.3. OPTIMALIZACE REAL-TIME PCR PRO PRUKAZ DNA Staphyloccocus
aureus
Pro prikaz DNA Staphylococcus .aureus jsme pouzili jako cilovou
sekvenci specificky fem B gen (39).Tento gen je povaZzovan za specificky
genomicky marker pro Staphylococcus aureus. Primery a hydrolytickou TagMan
sondu nam dle na$ich pozadavk(i navrhla firma Generi Biotech (Ceska
Republika).
V tabulce €.9. jsou uvedeny oligonukleotidové primery a TagMan sonda

pouzité v real-time PCR .

Tabulka €.9. Oligonukleotidové primery a TagMan sonda pro real-time PCR

gen | Primery/sonda | sekvence Umisténi | Vel

na genu |produktu(bp)

fem | fem B- fw 5-AATTAACGAAATGGGCAGAAACA 277-299 |93
B
femB- rv 5-TGCGCAACACCCTGAACTT 370-351
sonda FAM- 301-330

AGAAATTAACTGGATGGTACGCGCGAAGA

Jedna se o sondu FAM/BHQ1, typ quencheru je predstavovan
nefluorescen¢nim barvivem BHQ1 - FAM. Sondu v lyofilizované formé jsme
rozpustili pfidanim 50ul destilované vody na koncentraci 10 pmolil (0,01mM),
rozpipetovali dany objem do alikvotd a zmrazili pfi -20°C. P¥i této teploté se také
uchovavaji. Sondy je tfeba chranit pfed svétlem.

Také primery byly dodavany v lyofilizovaném stavu. Primery jsme
rozpustili ve vodé na koncentraci 100 pmol/ul (0,1 mM roztok) a nafedili na
pracovni koncentraci 10 pmol/ul (0,01 mM), se kterou jsme pracovali pfi
optimalizaci vlastni real-time PCR. Velikost fragmentu DNA, ktery se amplifikuje
pfi pouziti téchto primerq, je 93 bp.

Autofi publikace Klotz M., Opper S., Heeg K., Zimmermann S. ,Detection
of Staphylococcus aureus enterotoxins A to D by real-time fluorescence PCR*
pouzili nasledujici koncentrace jednotlivych polozek: 6 mM MgCl,, 50 pmol
primerl (tj 0,2 umol/l) a 150 nM (0,15 umol/l) TagMan sondy, 15 ul MM a 10 ul
templatové DNA, k real-time PCR pouzili termocyklér ABI PRISM 7700
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s teplotnim profilem 50° C 2 min, 95° C 10 min, 45 cyklt 95°C 15 s a 60°C 1
min.

Optimalizovali jsme metodu pouZzitou v praci Klotz M., Opper S., Heeg K.,
Zimmermann S. ,Detection of Staphylococcus aureus enterotoxins A to D by
real-time fluorescence PCR" na pfistroji LightCycler 2.0 a pro podminky nasi
labortatofe. Pfi optimalizaci real-time PCR pro prikaz DNA S.aurea jsme pouZili
nasledujici slozky amplifikaCni smési: Light Cycler FastStart DNA Master
Hybridization Probe (Roche Diagnostics), ktery obsahuje: FastStart Tag DNA
polymerazu (Tag DNA polymerazu s protilatkou umoznujici hot start), reakeni
pufr, mix dNTPs (obsahujici dUTP misto dTTP).. Pro zabranéni kontaminace
reakéni smeési produkty pfedchozich reakci jsme pouzili systém s uracil — N —
glykosylazou.

Dualezitym faktorem pro spravny prib&h PCR je koncentrace Mg** iontd.
Pro dosazZeni optimalni koncentrace jsme do reakéni smési pfFidavali
odpovidajici mnozstvi zasobniho roztoku MgCl, 25 mmol/l. Slozeni reakéni
smeési pro prukaz SA metodou real-time PCR, vychazejici z publikace (39)

uvadime v tabulce ¢.10.

Tab. €.10. SloZeni reakéni smési ¢. 1 pro real-time PCR SA

HybridizaCni Light Cycler FastStart DNA MasterMix 10 x 1,25 pl
Mg (25 mmol/l) 6 mM 3 ul
Primer 1 Fw (10pmol/ul) 0,2uM 0,25 pl
Primer 2 Rv (10pmol/ul) 0,2 uM 0,25 pl
Sonda FAM/BHQ 0,150uM (10pmol/pl) 0,1875 yl
UNG (uracil — N — glykosylaza 1U/ ul) 0,1 pl
Voda ad 7,5 ul 5,4625 pl

Do reakce jsme pouzili 7,5l mastermixove smési a 5 ul templatové
DNA. Zaroven jsme provedli real-time PCR s koncentracemi, které bézné pro
obdobné reakce pouzivame v nasi laboratofi, slozeni amplifikacni smési

uvadime v tabulce ¢.11.
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Tab. ¢.11. Slozeni reakéni smési ¢. 2 pro real- time PCR SA

Hybridizac¢ni Light Cycler FastStart DNA MasterMix 10 x 1,25 pl
Mg** (25 mmol/l) 3 mM 1,5 ul
Primer 1 Fw (10pmol/pl) 0,4 uM 0,5 ul
Primer 2 Rv (10pmol/pl) 0,4uM 0,5 ul
Sonda FAM/BHQ 0,2 uM (10pmol/ul) 0,25 ul
UNG (uracil — N — glykosylaza 1U/ ul) 0,1 pl
Voda ad 7,5 ul 4,9 ul

Teplotni profil PCR reakce pro obé vySe uvedené amplifikacni smési

uvadime v tabulce ¢.12.

Tab. €.12. Teplotni profil PCR reakce

Inkubace UNG: 50°C 2 min

Uvodni denaturace: 95°C 10 min

50 cykll real — time PCR: denaturace 95°C 15 sec
annealing 60°C 1 min

Fluorescence

polymerace pomoci kanalu F2.

V tabulce ¢€.13. jsou uvedeny naméfené CP hodnoty jednotlivych
nafedénych vzorkli kmene SA ziskanych pomoci real-time PCR.

Tab. €.13. CP hodnoty narfedénych vzorkt kmene SA

je kontinualné méfena v kazdém cyklu na konci

Pozice vzorku oznaceni vzorku CP
MM €. 1

1 Kmen SA 21,25
2 Kmen SA 21,00
3 10 x fedéno 26,65
4 10 x Fedéno 26,00
5 100 x fedéno 29,70
6 100 x fedéno 32,29
7 voda
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MM ¢&. 2

8 Kmen SA 21,05
9 Kmen SA 21,00
10 10 x fedéno 23,86
11 10 x fedéno 23,83
12 100 x fedéno 26,92
13 100 x fedéno 26,81
14 voda -

Obr. ¢.19. Amplifikacni krivky jednotlivych vzorku ziskané pomoci real-time
PCR (MM ¢.1)

Amplification Curves

Fluorescence (530)

P
2 4 B B 10 12 14 16 168 20 22 24 26 25 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 o
Cycles

Obr. €.20. Amplifikacni krivky jednotlivych vzorku ziskané pomoci real-time
PCR MM ¢. 2

Amplification Curves

Fluorescence (530}

2 4 6 8 10 12 14 16 13 20 22 24 26 23 30 32 34 36 33 40 42 44 46 45 9
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DalSi upravou reakCnich podminek pfi nasledujicich méfenich jsme se
pokouseli zvysit citlivost reakce. Zaméfili jsme se zvlasté na koncentraci hofCiku
a zkraceni Casovych profill jednotlivych &asti real-time PCR. Koncentraci
primer( a sond jsme ponechali na bézné pouzivanych koncentracich 0,4 uM

pro primery a 0,2 uM pro sondu.

3.3.1. Optimalizace Mg?* kationtu

Porovnali jsme dal$i dvé koncentrace hofe¢natych kationtd — 3mM a 4 mM
Mg** a sledovali podle hodnot CP citlivost reakce. SloZeni obou amplifikaénich
smési je uvedeno v tabulkach ¢€.14. a 15. Zaroven jsme upravili objem

celkového mnozstvi smési na 10 ul, ato 7 ul MM a 3 ul templatové DNA.

Tab &.14. Smés ¢.3. 3mM Mg**kationtu

Hybridizacni Light Cycler FastStart DNA MasterMix 10 x 1,0 pl
Mg** (25 mmol/l) 3 mM 1,2yl
Primer 1 Fw (10pmol/pl) 0,4 uM 0,4 ul
Primer 2 Rv (10pmol/ul) 0,4uM 0,4 ul
Sonda FAM/BHQ 0,2 uM (10pmol/ul) 0,2 ul
UNG (uracil — N — glykosylaza 1U/ pl) 0,1 ul
Voda ad 7,5 ul 3,7

Tab &.15. Smés &. 4. 4mM Mg * kationt(i

Hybridizacni Light Cycler FastStart DNA MasterMix 10 x 1,0l
Mg** (25 mmol/l) 3 mM 1,64l
Primer 1 Fw (10pmol/pl) 0,4 uM 0,4 pl
Primer 2 Rv (10pmol/ul) 0,4uM 0,4 ul
Sonda FAM/BHQ 0,2 uM (10pmol/ul) 0,2 ul
UNG (uracil — N — glykosylaza 1U/ pl) 0,1 pl
Voda ad 7,5 ul 3,3 ul
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Hodnoty namérfenych hodnot jednotlivych nafedénych vzorkd (kmen SA)

ziskanych pomoci real-time PCR.

Tab ¢.16. Namérené hodnoty nafedénych vzorki kmene SA real-time PCR

pozice vzorku oznaceni vzorku CP
MM &. 3, 3mM Mg~
1 Kmen SA 10 x fedéno 19,48
2 100 fedéno 23,02
3 1000 x fedéno 26,50
4 10 000 x Fedéno 30,62
5 100 000 x Fedéno 34,93
6 1 000 000 x fedéno
7 10 000 000 x Ffedéno
8 100 000 000 x Fedéno
9 Ko -
MM &. 4, 4 mM Mg**
10 Kmen SA 10 x fedéno 18,23
11 100 fedéno 20,82
12 1000 x fedéno 24,90
13 10 000 x fedéno 29,35
14 100 000 x Fedéno 33,55
15 1 000 000 x fedéno 35,61
16 10 000 000 x Fedéno 36,02
17 100 000 000 x Fedéno
18 Ko -
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Obr. €.21. AmplifikaCni kiivky jednotlivych vzorku ziskané pomoci real-time
PCR, amplifikaéni smés ¢&. 3 (Mg**kationty 3mM)

Amplification Curves

0.8

Fluorescence (530)

0 B
0.4+

0.2+

2 4 5 8 101214 16 15 20 22 24 26 25 30 32 34 36 36 40 42 44 45 48 &0
Cycles

Obr. €.22. Amplifikacni kfivky jednotlivych vzorki ziskané pomoci real-time
PCR, amplifikaéni smés ¢&. 4 (Mg**kationty 4mM)

Amplification Curves

224

Fluorescence (530)

-

2 4 6 B 101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 45 45 50
Cycles

Dulezitym faktorem pro spravny prilbéh PCR je koncentrace Mg®* kationtd.
P¥i optimalizaci reakce se nam jevilo jako nejlepsi pouZiti 4 mM Mg?+ kationty,
ackoli v ptivodni praci pouzivali koncentraci 6 mM Mg** kationty. Pfi optimalizaci
reakce primerl a sond se nam osvédCilo pouziti kombinace nasledujicich

koncentraci: primery 0,4 mM, a sonda 0,2 mM.
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Zavérem uvadime v tabulce €.17. slozeni optimalizované reakéni smési

pro real-time PCR SA a optimalizovany teplotni profil.

Tab. €.17. SloZeni optimalizované reakcni smési pro real-time PCR SA

7,0 ul smési + 3,0 ul templatové DNA (pozitivni kontroly nebo 1 vzorek
vody)
voda 3,3 ul
LC FastStart DNA Master HybProbe Kit (la+1b)

1x 1,0 pl
(10x)
Mg® (25 mmol/l) 4Ammol/l [1,6 pl
primer fem -Fw (10 pmol/u) 0,4 yumol/l | 0,4 ul
primer fem-Rv (10 pmol/u) 0,4 yumol/l | 0,4 ul
sonda fem-FAM (10 pmol/u) 0,2 gumol/l | 0,2 ul
UNG (1U/d) 0,1U 0,1 pl

Pfiprava mixu 1a+1b: pfidat 60l LC FastStart Reaction Mix HybProbe 1b
(bezbarvé vicko) k LC FastStart Enzyme 1a (Cervené vi¢ko).
Hydrolyticka sonda — zasobni sonda - sonda fem-FAM - je pfipravena v zasobni

koncentraci 100 pmol/ul, pracovni sonda je fedéna na koncentraci 10 pmol/ul .

Teplotni profil:
e 50°C 2 min.
e 95°C 10 min.
e 50x (95°C 10 s; 60°C 40 s.)
e 40°C30s

Detekce: zaznam fluorescence (FAM) na konci kazdého cyklu (pfi 60 °C)
Odecet — kanal F1
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3.4. VALIDACE REAL-TIME METODY

3.4.1. Opakovatelnost méreni

Opakovatelnost mérfeni (pfesnost v sérii) jsme stanovili pomoci
nafedéného kmene SA. Vzorek o dané koncentraci jsme zanalyzovali v sérii
deseti méfeni béhem jediného dne. Z naméfenych hodnot jsme vypodcitali
pramér, smeérodatnou odchylku (SD) a variaéni koeficient (CV). Vysledky
méreni udava tabulka €. 22.

Tab. ¢.18. Opakovatelnost méreni

Kmen SA
Ct

19,02
19,13
19,49
19,00
19,07
19,32
18,85
19,23
19,08
18,94
prameér 19,113

SD 0,189270529

CV (%) 0,990271174
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3.4.2. Reprodukovatelnost méreni

Presnost méfeni vramci nékolika dni byla stanovena opakovanym
méfeni nafedéného kmene SA. Vzorek byl méfen sedm po sobé nasledujicich
dnd. Z naméfenych hodnot jsme vypoéitali primér, smérodatnou odchylku (SD)
a variacni koeficient (CV). Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢€.19.

Tab. ¢.19. Reprodukovatelnost méreni

Kmen SA
Ct

29,02
26,06
26,00
27,47
24,36
25,05
27,23
pramer 26,03
SD 1,21
CV (%) 4,63

3.4.3. Citlivost — senzitivita real-time PCR

Mez citlivosti jsme urcili pomoci desitkového fedéni kmene SA a porovnali
nové optimalizovanou real-time PCR s plvodni standardni PCR reakci s
elektroforetickou detekci. Proved|i jsme fedéni kmene SA 10 x (tj. 10" x) — 10

X a porovnali vysledky pozitivity (obr.C. 23.)
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Obr.C.23. Elektroforeticka detekce redéného kmene Staphylococcus aureus
standardni PCR

1 23456 7 8M9

Vysvétlivky k obrazku €. 23.
1. vzorek &.1 10™ fedény kmen SA
. vzorek &.2 10 fedény kmen SA
. vzorek &.3 10 Fedény kmen SA
. vzorek &.4 10™ Fedény kmen SA

. vzorek &.5.10 fedény kmen SA
. vzorek &.7 107" Fedény kmen SA

. vzorek &.8 10°® Fedény kmen SA

2

3

4

5

6. vzorek ¢.6 10 fedény kmen SA
7

8

M velikostni marker po 50 bp (Roche, M XIII)
9.

negativni kontrola
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Obr €. 24. Detekce rfredéného kmene Staphylococcus aureus real —time PCR

Amplification Curves
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Cycles

Tab. €.20. Vysledky detekce redéného kmene Staphylococcus aureus

SA10" | SA10” | SA10° | SA10™ SA10”° | SA10° | SA107 | SA10°

RT PCR 18,23 | 20,82 | 24,90 29,35 33,55 | 3561 | 36,02 neg
(hodnota Ct)

PCR/ +++ +++ + nejasny - - - -
ELFO
Poz/neg

Vysvétlivky k tabulce ¢€.20.
+++ pozitivni vzorek
+  slabé pozitivni vzorek

- negativni vzorek

Metoda real-time PCR je pfiblizné o 4 dekadické fady vice citliva nez

pavodni metoda standradni PCR s elektroforetickou detekci.

Specifita reakce byla ovéfena virtualnim systémem National Center for
Biotechnology Information (NCBI) pomoci programu BLAST. Vysledek

vyhledani uvadime v tabulce ¢.21.
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Tabulka €. 21. Specifita reakce — program BLAST

Max Total Query E

Accession Description

Max

score score coverage value ident

Staphylococcus aureus subsp.

BA000017.4 aureus Mu50 DNA, complete 536 96.3 73% 82
genome
CPOD0046.1 Staphylococcus aureus subsp. 536 96.3 73% 6e-
=~ aureus COL, complete genome 05
Staphylococcus aureus subsp. 6e-
CP000253.1 aureus NCTC 8325, complete 536 96.3 73% 05
genome
Staphylococcus aureus subsp. 6e-
CP000255.1 aureus USA300, complete 536 96.3 73% 05
genome
Staphylococcus aureus FmhB 6e-
AF105976.2 (fmhB) gene, complete cds; 536 96.3 73% 05

and unknown genes
Staphylococcus aureus strain 6e-

0,
Bxo71857.1 MSSA476, complete genome 236 963 73% 05
Staphylococcus aureus subsp. 6e-
BA000033.2 aureus MW2 DNA, complete  53.6 96.3 73%
. 05
genome, strain:MW?2
Staphylococcus aureus subsp. 6e-
BA000018.3 aureus N315 genomic DNA, 536 96.3 73% 05
complete genome
Staphylococcus aureus FmhB 6e-
. 53.6 : 9
AFP106830.1 (fmhB) gene, complete cds 836 963 73% 05
AJ938182.1 Staphylococcus aureus RF122 536 96.3 73% 6e-
— complete genome 05
Staphylococcus aureus subsp. Ze-
BX571856.1 aureus strain MRSA252, 500 92.7 70% 04
complete genome
Mouse DNA sequence from
AL671299.15 Clone RP23-281K21 on 374 37.4 42% 4.7

chromosome X, complete
sequence

Na zavér uvadime pozitivni zachyt DNA Staphylococcus aureus v likvoru

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

86%

pacienta s bakterialni meningitidou pomoci ndmi validované metody real-time

PCR (obr.¢.25.).

Obr.¢.25. Pozitivni zachyt DNA SA v CSF - validovana metoda real-time PCR
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Popis vzorku CP

Pacient A (modrd) negativni

Pacient A (zelena) negativni

Pacient B (Cervena) 33,75

Pacient B (Cerna) 34,39

Pozitivni ko + (rizova) 19,73

Pozitivni ko + 10 x fedéna 22,64
(tmavé zelena)

Ko — (tmavé modra) negativni

3.5.VYSLEDKY
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Udaje, jichz se tyka nasledujici komentar jsou uvedeny v tabulkach, které
jsou pfipojeny za timto komentafem.

V letech 2003 — 2006 bylo vySetifeno celkem 197 CSF na pfitomnost
DNA puvodcu bakterialnich meningitid. Jednalo se o Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli a Listeria monocytogenes. Metodou PCR byly vySetfeny pouze
likvory, u kterych bud' nebyl klasickymi mikrobiologickymi technikami detekovan
puvodce bakterialni meningitidy (mikroskopie, kultivace, aglutinace) a nebo se

jednalo o puvodce nejednoznacéné prokazané.

Tab. €.22. Prikaz jednotlivych ptvodcu bakterialnich meningitid v roce 2003

celkem|celkem| NM SP HI SA (E.coli| LM
CSF | pozit

44 14 6 4 0 0 0 4

Graf €.1. Zastoupeni prokazanych puvodcu bakterialnich meningitid v roce

2003 v pozitivnich likvorech

rok 2003

B R
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puvodci
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Tab. €.23. Prukaz jednotlivych ptvodcu bakterialnich meningitid v roce 2004

celkem|celkem| NM SP HI SA (E.coli| LM
CSF | pozit
46 17 1 13 3 0 0 0

Graf &.2. Zastoupeni prokazanych pdvodct bakterialnich meningitid v roce

2004 v pozitivnich likvorech

rok 2004
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Tab. €.24. Prukaz jednotlivych ptvodcu bakterialnich meningitid v roce 2005

celkem|celkem| NM SP HI SA |[E.coli| LM
CSF | pozit

48 15 2 5 1 3 1 3

Graf €.3. Zastoupeni prokazanych piavodct bakterialnich meningitid v roce
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2005 v pozitivnich likvorech

rok 2005

6+

14 -
2 12
}: 10 -
= 8
5 67
g ‘21 1

0  —  —
celkem NM SP HI SA E.coli LM
+
puvodci

Tab. €.25. Prikaz jednotlivych ptvodcu bakterialnich meningitid v roce 2006

celkem|celkem| NM SP HI SA |E.coli| LM
CSF | pozit
59 22 5 9 2 0 1 5

Graf €.4. Zastoupeni prokazanych puvodcu bakterialnich meningitid v roce

2006 v pozitivnich likvorech
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Tab. €.26. Prukaz jednotlivych ptvodct bakterialnich meningitid v letech
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2003 — 2006

celkem|celkem| NM SP HI SA (E.coli| LM
CSF | pozit
197 68 14 31 6 2 12

Graf &.5. Zastoupeni prokazanych pdvodct bakterialnich meningitid v letech
2003 - 2006 v pozitivnich likvorech
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Celkem CSF - celkovy pocet vySetfenych likvord molekularné biologickymi

technikami

Celkem pozit -
biologickymi technikami

celkovy pocet pozitivnich prukazi v likvoru molekularné

NM - pocet pozitivnich prikazu v likvoru - puvodce Neisseria meningitidis

SP - pocet pozitivnich prikazu v likvoru - plivodce Streptococcus pneumoniae

HI - pocet pozitivnich prikazu v likvoru - pivodce Haemophilus influenzae

SA - pocet pozitivnich prakazl v likvoru - plvodce Staphylococcus aureus

E. coli - pocet pozitivnich prukazu v likvoru - plivodce Escherichia coli

LM - poc€et pozitivnich prakazu v likvoru - plvodce Listeria monoczytogenes

4. DISK

UZE
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Diagnostika bakterialnich meningitid byla donedavna zaloZena pouze na
mikrobiologickém prikazu etiologického agens (mikroskopie, kultivace,
aglutinace). Je vSeobecné znamo, ze se témito klasickymi mikrobiologickymi
metodami objasni pfiblizné 70% pfipadu. U zbyvajicich 30% bakterialnich
meningitid neni nalezeno etiologické agens.

V devadesatych letech dosSlo k nastupu molekularné biologickych metod
do mikrobiologické diagnostiky nejdfive ve virologii. Postupné se tyto metody
zaCaly prosazovat i do dalSich odvétvi mikrobiologie, a to bakteriologie,
parazitologie a mykologie. Dlvodem vyuziti molekularné biologickych metod
v bakteriologii byla pfedevS§im rychlost, zvySeni specifity a senzitivity. Pravé
ztéchto duavodd se =zacaly pouzivat molekularné biologické metody
v diagnostice bakterialnich meningitid k prukazu etiologického agens.

Velmi dllezita je také moznost prikazu bakterialni DNA po zahajeni
antibiotické 1é¢by. V téchto pfipadech je kultivace bezcenna a pfinosem je
pravé moznost prikazu DNA z degradované bakterie.

Vysoka rychlost prikazu je dulezita u zavaznych akutné probihajicich
bakterialnich meningitid, jejichz pivodcem je nejCastéji Neisseria meningitidis,
kdy se podle klinickych pfiznakd antibioticka IéCba zahajuje okamzité jesté
v terénu. Brzké zahgjeni antibiotické IéCby je velmi dulezité z divodu preziti
pacienta, nicméné po zahajeni IéCby jiz nelze kultivaCné etiologické agens
potvrdit. Pravé v téchto pfipadech je prikaz etiologického agens pomoci PCR
nenahraditelné.

Mezi dalSi nejCastéjSi puvodce bakterialnich meningitid patfi
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, a Listeria monocytogenes.

Bakterialnich meningitid vyvolanych Haemophilus influenzae v détském
véku postupné ubyva, protoze v Ceské republice byla v roce 2001 zahajena
ploSna vakcinace.

Streptococcus pneumonia je jednou z nejCastéjSich pfiCin bakterialnich
meningitid. ZvySené riziko pro infekce maji déti mladsi dvou let, dospéli a osoby

starSi Sedesati péti let.

75



Z téchto davodli byla v letech 2000 — 2001 na oddéleni molekularni
biologie UKBD optimalizovana a pouzita zejména standardni PCR pro prikaz
Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae ,
Staphylococcus aureus.

V nékterych pfipadech z duvodi zvySeni citlivosti optimalizovana a
pouzita nested PCR (prikaz Listeria monocytogenes).

VSechny tyto metody maiji elektroforetickou detekci DNA puvodcl na
agarozovém gelu barveném ethidium bromidem.

Postupné byla diagnostika doplnéna o prukaz puvodcli vyvolavajici
bakterialni meningitidy v kojeneckém véku, a to Escherichia coli a
Streptococcus agalactiae.

Vzhledem k naroCnosti a pomérné vysoké cené nebyly zavadény dalsi
vySetfeni etiologickych agens, které vyvolavaji bakterialni meningitidy velmi
zfidka.

Prikaz DNA Staphylococcus aureus pomoci standardni PCR nebyl pfilis
citivy a v nékterych pfipadech velmi nespecificky. Na gelu se objevovaly
nespecifické bandy a interpretace vysledku byla velmi obtizna. Z tohoto divodu
jsme pfistoupily k zavedeni real-time techniky pro prikaz Staphylococcus
aureus, ktera se vposledni dobé stale vice vyuziva nejen zdlvodu
kvantifikace, ale i k zvySeni rychlosti a specifity reakce.

Real-time PCR je metoda rychla, vysoce citlivA a specificka, ktera
umoziuje prubézné sledovani tvorby PCR produktl jiz b&hem jednotlivych
amplifikaénich cykll v realném Case, tzv. real-time PCR. Vyhodou této metody
je prfedevsSim jeji pruznost, jednoduchost provedeni, ¢asova nenaro¢nost,
Siroké detekéni rozmezi v rozsahu nékolika fadu, vysoka citlivost, specificnost a
reprodukovatelnost méfeni a také dobra klinicka revalence vysledku.

Pfi zavadéni metody jsme vychazeli z publikace Klotz M., Opper S.,
Heeg K., Zimmermann S. ,Detection of Staphylococcus aureus enterotoxins A
to D by real-time fluorescence PCR.*

V této praci popisujeme real-time PCR metodu pro priukaz DNA
Staphylococcus aureus provadénou na pfistroji LightCycler 2.0. Pfi zavadéni
metody jsme vyuzili specificky fem gen (39), primery a hydrolitickou TagMan
sondu FAM/BHQ1, kterou nam dle naSich pozadavkl navrhla firma Generi
Biotech (Ceska Republika).
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V laboratofi jsme provedli optimalizaci a dale jeji validaci na pfistroji
LightCycler 2.0.

Vyhodou nami zavadéné real-time PCR metody na pfistroji LightCycler
2.0 je prace s malymi reakénimi objemy. PCR na pfistroji LightCycler 2.0
probiha ve sklenénych kapilarach ve vysledném reakénim objemu 10, caz
pfinasi snizeni finan¢nich nakladd . Kapilary z borosilikatového skla zna&né
zkracuji ¢as amplifikace, protoze stfidani teplot PCR je velmi rychlé.

Upravou reakénich podminek pfi nasledujicich méfenich jsme se
pokousSeli zvysit citlivost reakce. Zaméfili jsme se zvlaSté na koncentraci
hofeCnatych iontl a zkraceni ¢asovych profill jednotlivych ¢asti real-time PCR.
P¥i optimalizaci reakce se nam jevilo jako nejlepsi pouZiti 4 mM Mg?®* kationty,
ackoli v ptivodni praci pouzivali koncentraci 6 mM Mg?+ kationtc.

Ve snaze zrychlit cely proces reakce jsme zkusili zkratit Casy denaturace
a annelingu. Pavodni ¢asy denaturace jsme zkratili o 5 sekund na vyslednych
10 sekund. Pavodni €asy annealingu jsme upravili na 40 sekund misto
puvodnich 60 sekund. Zjistili jsme, ze citlivost reakce zlstala nezménéna. P¥i
dalSich experimentech jsme pouzivali zkracené ¢asy denaturace i annealingu.

Variacni  koeficienty = opakovatelnosti (CV  0,990271174%) a
reprodukovatelnosti (CV 4,63%) zjiStované v ramci validace metody odpovidaji
variaénim koeficientm uvadénym v literature.

Real-time PCR pro prikaz DNA Styphylococcus aureus neni metodou
kvantifikacni, protoze z klinickych diivodu neni kvantifikace dllezita. Dulezité je
vyhledani etiologického agens, proto bylo naSi snahou optimalizovat metodu
s nejvySsi citlivosti. Pomoci desitkového fedéni kmene SA jsme porovnali nové
optimalizovanou real-time PCR s puvodni standardni PCR. Metoda real-time
PCR je pfiblizné o 4 dekadické fady vice citliva nez puvodni metoda standradni
PCR s elektroforetickou detekci.

Nejcastéji pouzivanym materialem pro diagnostiku plvodct bakterialnich
meningitid je likvor, ktery se ziskava lumbalni punkci. Pro izolaci DNA jsme
pouzivali standardizovany komercni kit QlAampDNA Mini Kit (250) firmy
QIAGEN. Principem izolace je zachyceni DNA ve formé krystalkd na kolonce.

Vzhledem k tomu, Ze v likvoru neni mnoho protein a inhibitor( (napf.
erytrocyty), izolace neni naroCna a likvor nebyva Casto inhibovan. Nékdy se

s inhibici setkdvame u hnisavych a krvavych likvord. Inhibicim se proto
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snazime zabrénit tim, Ze likvor je zpracovavan v duplikatech. Jedna &ast je
centrifugovana, druhda se pouziva nativni. Do reakce je brano 0,2 ml nativniho
likvoru .

Ke zvySeni citlivosti asi o jeden fad je vhodné likvor o objemu 1- 2ml
centrifugovat pfi 13 000 rpm po dobu 10 min. Dale je zpracovavana 0, 2 ml
peleta.

Tento postup je nevhodny u pacientd, u kterych byla zahajena
antibioticka |é¢ba, protoze v likvoru jiz muze byt pfitomna dezintegrovana
bakterialni DNA, ktera je po centrifugaci vyplavovana do supernatantu a
v sedimentu zastavaji pouze proteinové zbytky. Timto by mohlo dojit k vydani
faleSné negativnich vysledkau.

V letech 2003 — 2006 bylo od pacientu s diagn6zou bakterialni
meningitidy na prikaz nejCastéjSich plvodct (Neisseria meningitidis,
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae , Staphylococcus aureus,
Escherichia coli a Listeria monocytogenes) vySetfeno metodou PCR 197
likvoru, u kterych bud nebyl klasickymi mikrobiologickymi technikami detekovan
puvodce bakterialni meningitidy (mikroskopie, kultivace, aglutinace) a nebo se
jednalo o plvodce nejednoznacné prokazané ( aglutinace — nejednoznacna,
kultivace — negativni).

Ve velmi malém poctu byly zpracovany likvory okamzité bez vysledku
kultivace, pouze po provedeni mikroskopie a hemaglutinace. V pfipadé negativit
téchto dvou vysSetfeni se okamzité zahajuje vySetfeni pomoci PCR. Tento
postup se pouziva u pacientl s velmi téZce probihajici bakterialni meningitidou.

Pomoci PCR byla v 68 likvorech zachycena pozitivita, nékterého
z pozadovanych vySetfovanych agens.

Pokud uvazujeme, ze molekularné biologickymi technikami jsme
vySetfovali pouze likvory neobjasnéné klasickymi mikrobiologickymi metodami,
tak 197 vySetifenych likvoru tvofi 30%.

V tomto pfipadé objasnénost dalSich 68 likvorl znamena zvySeni
etiologického prikazu padvodce o 10%. V souCasné dobé je tedy minimalné
80% vSech bakterialnich meningitid etiologicky objasnéno a tim je mozné u
téchto pacientll zahaijit cilenou antibiotickou terapii.

Pneumokokové meningitidy patfi k nejCastéjSim meningitidam. | v nasi

laboratofi byl v 50% jako plivodce detekovan Streptococcus pneumoniae.
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ZvySeny pocet prikazu Listeria monocytogenes, ktery se objevil v roce
2006 pri¢itame prob&hlé epidemii v Ceské republice.

Do budoucna bude snahou pracovi$té molekularni biologie optimalizovat
tzv. panel real-time PCR pro nej¢astéjSi puvodce bakterialnich meningitid.

Vzhledem ktomu, Ze se jedna o ,statim® vySetfeni a je potfeba u
jednoho pacienta provést 3 — 5 reakci sou€asné, je velmi ekonomické provadét
tato vySetfeni na jednom pfistroji. Toto umozni pouziti hydrolytickych TagMan
sond, které se pouzivaji pfi stejném teplotnim profilu (denaturace 95°C, 15 s,
annealing 60°C, 40 s — 1 min) u vSech pouZitych metod.

Vysledkem pouZziti tohoto panelu metod bude zejména zrychleni

vySetfeni.

79



5. ZAVER

V posledni dobé nalézaji molekularné biologické techniky Siroké uplatnéni
v mikrobiologické diagnostice, nebot umoznuji na zakladé analyzy DNA nebo
RNA ziskanych z rizného biologického materialu prokazovat mikroorganismy
odpovédné za pfislusna onemocnéni.

Analyza je vysoce specificka, citliva a relativné rychla. Prikaz DNA
(event. RNA) pomoci PCR se fadi vedle mikroskopickych a kultivacnich technik
k pfimym metodam mikrobiologické diagnostiky.

Metoda real-time PCR na Staphylococcus aureus byla optimalizovana a
validovana v laboratofi molekularni biologie Ustavu klinické biochemie a
diagnostiky v Hradci Kralové.

Nam se podafilo pomoci molekularné biologickych technik zvysit
objasnénost nejCastéjSich plvodcu bakterialnich meningitid Neisseria
meningitidis, Streptococcus  pneumoniae, Haemophilus  influenzae,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli a Listeria monocytogenes o 10%.

Zavedenim techniky real-time PCR se zvySila atraktivita molekularné
biologické diagnostiky pro klinické pracovniky diky vysSSi rychlosti, menSimu

riziku kontaminace, nizsi pracnosti a stale se zvySujici reprodukovatelnosti.
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