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Souhrn:

Tato bakalafska prace je zaméfena na vyuZiti molekuldrné-genetickych metod
v klinické mikrobiologii. Prace je rozdélena na dv€ hlavni ¢asti — teoretickou a praktickou.
Teoreticka ¢ast je zaméfena na popis principi molekuldrné-genetickych metod a na jejich
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UvVOoD

Tato bakalafska prace je zaméfena na téma vyuziti molekularné-genetickych metod
v oboru klinické mikrobiologie. Mikrobiologii je mozné rozd¢lit do nékolika hlavnich
pododbori na zakladé¢ zkoumanych mikroorganismii — a to na bakteriologii, virologii,
mykologii a parazitologii. Mezi hlavni cile vSech mikrobiologickych laboratofi patii
informovat o pfitomnosti mikroorganismit v biologickém materidlu, které mohou byt
pri¢inou onemocnéni pacienta, dale dany patogen identifikovat, a v piipadé bakterii,
popiipad¢ hub i definovat jejich ptipadnou citlivost nebo rezistenci na antimikrobialni latky.
K bézné diagnostice ptivodct infekénich chorob jsou pouzivany dvé zakladni skupiny

vySetfeni, které jsou obecné oznacovany jako piimy a neptimy prikaz. [1, 2, 3]

Mezi nejcastéji pouzivané metody piimého prukazu patogenli patii zejména
mikroskopie a kultivace. Mikroskopie je nedilnou soucésti identifikace mikroorganismd.
Tim se stal mikroskop dilezitym nastrojem pouzivanym pii mikrobiologické diagnostice
patogend, diky ¢emuz je mozné popsat tvar, velikost, barvitelnost i pravdépodobnost
nalezeného druhu bakterie. Kultivace mikrobti je mozna na kultiva¢nich ptadach (ptevazné
pro bakterie a houby) nebo v ptipad¢ viri, které se obtizné kultivuji, na bunéénych kulturach.
Bohuzel nejvétsi nevyhodou mikroskopie a kultivace miize byt jejich nizka citlivost, coz je
zpisobené naptiklad tim, ze se ve vySetfovaném vzorku zrovna nemusi patogen vyskytovat
ve viabilni formé napf.: po terapii antibiotiky. Nepfimy pritkaz je naopak zaloZen na detekci
specifickych protilatek, které se vytvareji po prodélani onemocnéni. Navzdory naristajici
mife vyuziti molekularné-genetickych metod je nepfimy priikaz i dnes hojné vyuzivan.
Nanestésti v nékterych ptipadech se mizou protilatky zacit vyskytovat az nékolik mésict

¢1 desitky let po vyléceni z nemoci. [1, 2, 3]

Samotna detekce a identifikace infekéniho agens je kazdodennim problémem
v mikrobiologické diagnostice. BéZznd diagnostika je pomérné levnd, ale v néckterych
ptipadech zdlouhavé a jsou s tim spojena ur¢itd omezeni, coz vedlo k vzestupu novych
tzv. molekularné-genetickych metod. Tyto metody se zejména pouZzivaji pro detekci
a identifikaci obtizn¢ kultivovatelnych ¢i nekultivovatelnych patogentt (vird, bakterii
1 parazitll), které nelze detekovat béZznymi kultivaénimi technikami. Hlavnim cilem téchto
metod jsou nukleové kyseliny, které jsou soucasti veskerych zivych bunck. Do poptedi
se zejména dostala metoda polymerazova tetézova reakce (PCR), kterda je tak citliva,

ze dokaze zachytit 1 velmi malé mnozstvi nukleové kyseliny patogenu. Mapovani genomu
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nékterych mikroorganismil sekvenaci vedlo k zasadnimu kroku, a to k ptiprave specifickych
primerti, které jsou nedilnou soucasti vSech PCR reakci. [4] Metody zalozené
na sekvenovani vnesly do mikrobiologické praxe lepsi pohled na klasifikaci, vcetné
identifikace bakterii, dale také naptiklad do problematiky antimikrobidlni rezistence atd.
Sekvenovani v mnoha ohledech nahrazuje zastaralé metody zalozené na fenotypu,
diky své rozliSovaci schopnosti. Obecné je mozné oznacit vSechny metody spadajici
pod molekularné-genetické, v oblasti diagnostiky v mikrobiologii za nenahraditelné

a postupné se stavaji mnohem dostupnéjSimi. [5]

Prakticka cast této bakalarské prace je zaméiena na laboratorni diagnostiku
vybraného patogenu. Zvolenym patogenem byla Chlamydia trachomatis. Metodika prace
byla provadéna pomoci metody RT-PCR pro stanoveni pozitivity ¢i negativity pacientskych
vzorki. Nedilnou soucasti je poté samotna statistika, kterd byla vypracovana za vyuziti dat
z laboratorniho informaéniho systému Fakultni nemocnice v Plzni (FN Plzeii) na Ustavu

mikrobiologie.
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TEORETICKA CAST

1 STRUKTURA DNA

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je makromolekula slozend ze zakladnich atomt
a to dusiku, kysliku, fosforu a vodiku. Poprvé byla DNA popsana Friedrichem Mieschenem,
ale samotnad struktura byla odhalena az pozdé&ji tymem védci Jamesem Watsonem
a Francisem Crickem. Zkoumani DNA ukézalo, Zze je tvoifena dvéma fetézci, kdy kazdy
fetézec obsahuje vzdy fosforylovanou cukernou jednotku, zbytek kyseliny fosforecné
tzv. fosfat a prisluSnou dusikatou bazi. Dusikaté baze jsou heterocyklické slouceniny, které
jsou odvozeny bud’ od purinu, nebo pyrimidinu. Mezi purinové baze jsou fazeny adenin (A)
a guanin (G), naopak mezi pyrimidinové cytosin (C) a thymin (T). Tyto baze jsou ptfipojeny
na pétiuhlikaty cukr — deoxyribozu, konkrétné¢ na prvnim uhliku. Dusikaté baze takto
navazané na nefosforylovany cukr vytvareji tzv. nukleosidy. Po fosforylaci je tato sloucenina
nazyvana jako tzv. nukleotid, coZ je zdkladni stavebni jednotka DNA. Po vytvoieni tohoto
polymeru je na jednom konci fetézce navazan fosfat a tento konec je oznaCovan jako
5' konec, zatimco na konci druhém je navazana OH skupina a tento konec je ozna¢ovan jako
3' konec. Diky OH skupiné je za pfitomnosti enzymu tzv. polymeraz navazan dalsi fosfat
z dalSiho nukleotidu a tim dochazi k prodlouZeni fetézce. DNA je tvofena dvéma fetézci,
které jsou navzajem propojeny pomoci vodikovych mustkii mezi dusikatymi bazemi.
Specificky se k sob& vazi adenin a thymin tzv. dvojnou vazbou, a cytosin s guaninem
tzv. trojnou vazbou. Tim dochézi k parovani bazi a tetézce jsou k sobé komplementarni.
DNA je uspofadana do dvousroubovice, kde plati, Ze jsou k sobé& fetézce tzv. antiparalelni.
Antiparalelni v tom smyslu, Ze jeden z fetézctl je ve sméru 5'—3' a druhy ve sméru 3'—>5".

[1,3,6,7,8] Na Obrazku 1 je zndzornéna struktura DNA.
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Deoxyribonucleic acid (DNA)
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Obrazek 1 Struktura DNA

Zdroj: National Human Genome Research Institute [online], citovano [13.2.2023].

Dostupné z: https.//www.genome.gov/genetics-glossary/Deoxyribonucleic-Acid
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2 IZOLACE DNA

Izolace DNA, n¢kdy také oznaCovana jako extrakce DNA, je technika, pfi niz
ziskavame z biologického materidlu samotnou nukleovou kyselinu (NK). Miize se jednat
o jakykoliv biologicky material, jako jsou napi. krevni vzorky, vlasy, nehty, tkan¢, sliny,
bukélni vytéry, sperma, mo¢ atd. V mikrobiologii se dale vyuziva izolace DNA
z bakterialnich kultur, a to at’ uz narostlych na pevnych (agary) nebo tekutych (bujony)
mediich. Zakladnim cilem izolace je oddéleni DNA pfitomné v jadrech bunék od jinych
bunécnych slozek. Extrakce od ostatnich slozek je dulezita, nebot’ piitomnost organickych
¢1 anorganickych slozek v izolatu mize do jisté miry interagovat s nékterymi analyzami,
coz vede k poklesu kvality interpretace. Izolace DNA je tedy jednim z nejpotfebnéjSich
postupti pro genetickd testovani v fad¢ rGznych obor. Aby izolace nepodlehla
kontaminacim, je nutné pracovat za sterilnich podminek a vyuzivat ochranné pomicky.

[6,9,10, 11]
Izolace nukleovych kyselin u prokaryotickych a eukaryotickych bunék

Cilem izolaci nukleovych kyselin ze vzorku je ziskani ¢ist¢é DNA ¢i RNA. Prvnim
krokem v tomto procesu je uvolnéni obsahu samotné bunky, prostfednictvim rozruseni
bunééné membrany. Pro uvolnéni obsahu bunék, jsou bézné pouzivany roztoky,
tzv. detergenty. Tyto detergenty se 1iSi rGiznymi vlastnostmi, ty mohou byt zalozeny
na povaze ptitomnosti iontll (béZné pouzivanym je napiiklad dodecylsulfat sodny)
nebo naopak detergenty bez pfitomnosti iontd (napf. Triton X100). Dnes je moZné vyuzit
1 techniky, které nevyzaduji pouziti detergentl, tyto techniky jsou béZzn€ oznaCovany
za fyzikaln€ chemické, kdy je mozné pouzit napiiklad ultrazvuk. Z uvolnéného obsahu
bun¢k je nasledné¢ separovana nukleova kyselina za vyuziti naptiklad denaturace,
déale vysraZzeni za pfitomnosti organickych rozpouStédel nebo metod jako je

fenol-chloroformové separace a mnoho dalSich. [10, 11]
Izolace nukleovych kyselin virii

Viry jsou malé organismy, které je mozné zatadit do kategorie tzv. nebunécnych
zivych soustav. Jejich zakladni castice, kterd je schopna vniknout do hostitelské bunky
se nazyva virion. Kazdy takovy virion se sklada ze dvou casti — nukleové kyseliny
a proteinového obalu. Jelikoz viry postradaji ribozomy a dals$i bunééné organely pro syntézu

energie, proteind atd., je jejich preziti zavislé pravé na hostitelskych bunkéch.
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Z toho vyplyva, ze samotna izolace je velmi podobna jako klasické izolace prokaryotickych

nebo eukaryotickych bunék. [3, 10, 11, 12, 13]
2.1 Izolaéni techniky

2.1.1 Fenol-chloroformova extrakce nukleovych kyselin

Tato izolacni metoda vyuzivd vodného pufru, kde je volné rozptylend nukleova
kyselina. Tato metoda byva preferovana u vzorkll s vétSim mnozstvim DNA. V pufru
dochazi k odstranovani ostatnich slozek lyzatu, zejména proteind. K tomuto pufru
je nasledné piidana smés fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu. Chloroform je latka
organického plivodu a je nemisitelny s pufrem. Izoamylalkohol napomahé rozpustnosti
fenolu v chloroformu, coz zpisobi béhem intenzivniho promichdvani smési, ze fenol
postupné prechdzi do chloroformového prostfedi. Naslednou centrifugaci dojde k oddélent
jednotlivych fazi, nejpatrnéjsi je bily prstenec mezi fdzemi — vysrazené proteiny. Horni faze
vodného prostiedi obsahuje nukleovou kyselinu, ktera je pfenesena do nové ¢isté zkumavky.
U néekterych izolaci, zejména ze vzorkli nékterych bakterii je nutnd navic extrakce
polysacharidt, k tomuto Uc¢elu slouZi cetyltrimetylamonium bromid. Nakonec je dulezité

odstranit zbytky fenolu, které mohou zpiisobovat interference nékterych analyz,

a to ptidanim jedné smési chloroformu a izoamylalkoholu v poméru 24:1. [14]

Z takto vy¢isténého roztoku je nutné vysrazet nukleovou kyselinu ptidanim alkoholu
(nejcasteji etanolu). Tim dojde k vysrazeni nukleové kyseliny spolu se solemi a vytvari se
tak mlécny zakal, ktery je mozné pozorovat na dn¢ zkumavky. Poté je potieba tyto soli
vymyt napiiklad alkoholem, s minimalni koncentraci 70%. Timto krokem doslo k separaci
Cisté nukleové kyseliny. Opét v zavislosti na materialu, ktery ma byt izolovan, jsou voleny
pomocné enzymy, jako jsou naptiklad ribonukleazy, to ovSem vyzaduje opetovné provedeni

celého postupu této extrakce. [14]

2.1.2 Silikatové kolonky

Principem izolace NK na kolonkéch je vazba DNA nebo RNA na vrstvu riiznych
silika-materialti (naptiklad drcené¢ho borosilikatového skla nebo oxidu kfemicitého),
tato vrstva se nachdzi mezi dvéma fritami na kolonce. K samotné vazbé dochazi
za ptitomnosti chaotropnich soli (napiiklad guanidin hydrochlorid). Tyto soli maji schopnost
vytésiiovat molekuly vody z nukleovych kyselin, ¢imz dochazi k potlacovani jinych

nezadoucich iontovych interakci. Néasledné po ptidani isopropanolu nebo etanolu dochazi
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k ¢aste¢nému vysrazeni molekul DNA/RNA. Silu vazby NK na silika-materialy ovliviiuje
typ izolované nukleové kyseliny, iontova sila a pH roztok. Tato metoda je rychla, pfinasi

vysoky vytézek, a hlavné vysoce Cistou DNA. [3, 9]

2.1.3 Magnetické castice

Separacni technika vyuzivajici paramagnetické Castice je zalozena na principu,
kdy jsou tyto magnetické Castice specidlné upravené a ziskavaji kladny naboj, cilovd NK
ma naboj opacny — tedy negativni, a tim dochazi k navazani NK na povrch téchto Castic.
Tato technika je ve velké mife vyuzivana behem poslednich let v klinickych laboratotich.
Magnetické castice jsou vyrabény z oxidu zelezit¢ho (Fe2Os) nebo také z oxidu
zeleznato-Zelezitého (Fe3Oa). Castice jsou do jisté miry specialné upravené tak, aby mohly
vazat reverzibiln€ useky nukleovych kyselin. Do smési, ve které se nachazi jiz hotovy lyzat
biologického materidlu jsou pfiddny magnetické castice. Diky nim postupné dochazi
k nasedani ptitomné nukleové kyseliny na povrch ¢astic. Poté se k hrané zkumavky ptiblizi
magnet. Ten pfitdhne magnetické Céstice s navazanou DNA a zbyly supernatant mtze byt
odsat. Nasleduje krok promyti, ¢imZ jsou odstranény nezaddouci slozky smési. V poslednim
kroku je do zkumavky pfidan elu¢ni pufr, ktery uvolni nukleové kyseliny z povrchu
magnetickych castic zpét do roztoku. [15] Princip separace DNA pomoci magnetickych

kulic¢ek je znazornén na Obrazku 2.

Sample M-PVA Wash buffer Elution buffer Pure DN
Lysis buffer Magnetic beads / Discard

i i | binding buffer i supernatant i

2 - C; >

Obrazek 2 Schéma izolace DNA pomoci magnetickych ¢astic

Zdroj: BERENSMEIER, Sonja. Magnetic particles for the separation and purification of nucleic
acids. Applied microbiology and biotechnology, 2006, 73.3: 495-504.
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3 MOLEKULARNE-GENETICKE METODY VYUZIVANE
V KLINICKE MIKROBIOLOGII

Dnes existuje celd fada molekularnich metod k identifikaci rznych druht bakterii
¢ivirh. Nekteré vyzaduji piitomnost velkého mnozstvi DNA, popiipadé RNA
ve vzorku — hlavné u metod, u kterych nedochazi k amplifikaci cilovych sekvenci
nukleovych kyselin. Mezi tyto metody patii zejména bloty (napi. Southern blot, Nothern blot
atd.). Naopak na amplifikaci zalozené metody jako je PCR, které jsou velmi senzitivni
i specifické, funguji i pfi velmi nizkych koncentracich nukleovych kyselin ve vzorku.
Obecn¢ pro vyber izolacni metody je dilezité zohlednit to, o jaké Cistoté a v jakém mnozstvi
je potteba nukleova kyselina pro jeji navazujici zpracovani. Déle se bere zietel na ¢asovou

1 finan¢ni naro¢nost. [6, 9, 10, 11]

3.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR metody jsou velmi vSestranné a jejich uplatnéni ma Siroky rozsah,
ktery zasahuje do fady obort od mikrobiologie, forenzni mediciny, az po humanni genetiku.
[16] Jedna se o jednoduchou enzymatickou metodu, pii které je umoznéno ze smési DNA
pritomné ve vzorku namnozit ty sekvence, které budou dale zkoumany. PCR reakce mohou
byt provadény ze vzorkl riznych tkani, dale z periferni krve, kiize, vlasi slin a v pfipadé
mikrobiologie z riznych mikroorganismii. Pro samotnou metodu staci i jen stopové
mnozstvi DNA, ze kterého je mozné vytvofit aZz nékolik desitek tisic kopii v bézném
laboratornim prostiedi. Na tomto zdklad¢ je metoda povazovana za velmi citlivou. Samotna
reakce probihd vSak pouze za pfedpokladu, Ze jsou splnény optimélni podminky a ze jsou
nam znadmé okraje této sekvence, kterd bude amplifikovana. Tohoto oznaceni okraji
docilime vyuZitim tzv. primert. [17] Tyto primery jsou chemicky syntetizované kratké
sekvence oligonukleotidi o délce 15-30 nukleotidii s definovanou sekvenci,
ktera je komplementarni k cilovému tseku DNA, kterd je v reakci amplifikovana. To déla

z primeru tzv. pocatecni bod pro DNA polymerazu. [18]

Pro spravny pribéh kazdé PCR reakce je zapotiebi dostateného mnozstvi
deoxynukleotid (dAATP, dTTP, dGTP a dCTP), které slouzi jako zakladni stavebni kameny
pro tvorbu nového vldkna DNA. Dale pak hofe¢naté ionty, které zajiSt'uji spravnou funkci
polymerdzy. U téchto iontl je nutné dodrzovat poméry koncentraci pro razné typy
polymeraz, protoze vlivem nizké koncentrace miZe dojit ke snizenému mnozstvi amplikond,

naopak pii vysoké koncentraci mize dojit k tvorbé nespecifickych produktl. V neposledni

23



fadé je potieba do reakéni smési piidavat termostabilni DNA polymerazu
(napt. Tag-polymeraza). Taq polymeraza byla ziskana izolaci z bakterie Thermus aquaticus,
odkud vzniklo oznaceni ,,7ag*. Taq polymeraza je jednim z nejbéznéji pouzivanych enzymut
pro PCR reakce. VyznaCuje se piedevSim svoji tepelnou odolnosti. Zustava aktivni
1 pfi teplotach nad 90 °C. Tato polymeraza ma obecné Siroké teplotni rozmezi, proto mize
dojit jiz b&hem pokojové teploty k chybnému nasednuti polymerazy a naslednému
prodlouzeni fetézce jeSté pred zacatkem vlastni reakce, coz ma za nasledek tvorbu
nespecifickych produkti. Aby se tomuto jevu ptedeslo, byly zavedeny opatieni, at’ jiz
ve slozeni Taq polymerazy dodavané komercné nebo v pracovnich postupech. V obou
ptipadech bylo zamezeno nespecifické aktivit¢ az do pocatecni faze PCR. Jednou z dalsich
vyznamnosti této polymerdzy je nizkd mira chybovosti, kterd se odhaduje ptiblizné

na 1 chybu na 10 000 bazi. [4, 18, 19]

PCR reakce probihaji ve specidlnich zatizenich oznacovanych termocyklery. Tyto
pfistroje byly vytvofeny tak, aby dokézaly ménit teplotu reakce v pomérné kratkych
casovych intervalech. Diky cyklickému opakovani zmény teplot dochazi k vytvareni

az milionu kopii ndmi oznac¢eného tiseku DNA. [3]

PCR probiha ve tfech zakladnich krocich a to denaturace, annealing a elongace.
Béhem denaturacniho kroku dochazi k rozdélovani dvouvldknové molekuly DNA (dsDNA)
na jednotliva vldkna (ssDNA) vlivem rozruseni vodikovych mustkil pfi teploté¢ od 94 do
98 °C po dobu 20-45 sekund. Diky tomuto kroku je umoznéno v dal§im kroku nasednuti
primert na cilové sekvence vySettované DNA b&hem tzv. annealingu. Annealing probiha
za niZ8i teploty pfiblizné pii 55-65 °C (volena teplota je zavisld na vyuZivaném primeru)
v intervalu 30-90 sekund. Tato specifickd vazba vymezi tu oblast, ktera bude v cyklech PCR
reakce amplifikovana. V poslednim kroku, tzv. elongaci, dochazi k prodluZovani
nukleotidovych fetézci vlivem DNA polymerazy, ktera k primerim napojuje nové
nukleotidy. K prodluzovani fetézcti dochazi ve sméru 3’ — 5 konci. Doba elongace se méni
vlivem délky amplifikovaného tiseku. [3, 18, 20] Proces PCR reakce zndzoriuje Obrazek 3.
Tyto kroky jsou soucasti jednoho cyklu reakce. Tento postup je potieba opakovat vicekrat.
Pro dostate¢n¢ ucinnou amplifikaci je zapotiebi vétSinou 30 az 40 cykla. Timto zpisobem
Ize z jediného tseku DNA ziskat fadové az 10° kopii. Ne vzdy dosahuje metoda takového
vytézku, a to z divodu postupného vycerpavani slozek v reakéni smési v pribéhu

amplifikace. [3, 18]
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o Elongation at ca. 72 °C

Obrazek 3 Princip PCR reakce

Zdroj:  MicrobiologyInfo.com, 2023  [online], citovano  [13.2.2023].  Dostupné z:
https://microbiologyinfo.com/polymerase-chain-reaction-pcr-principle-procedure-types-

applications-and-animation/

PCR miuize byt provedena bud’ v simplexovém nebo multiplexovém provedeni,
kde simplex PCR vyuziva jen jeden par primerd k amplifikaci jediné cilové DNA. Naopak
multiplexovd PCR, pfi které se do reakéni smési pfidd nckolik pard primert, je schopna
rozpoznavat n¢kolik riznych cilovych sekvenci DNA, coz umozni detekci hned nékolika

genl najednou v jedné reakéni smési. [21]

Samotné reakéni podminky pro amplifikaci vSech produktl je nutno optimalizovat.
Hlavni vyhodou této metody jsou nizké cenové ndklady oproti samostatnym amplifikacim.
V mikrobiologii se tato metoda vyuziva pro detekci n€kolika patogent v jednom vzorku
(napf. diagnostika pohlavné pienosnych onemocnéni, respiracnich infekci ¢i plvodct

meningitid, a to jak bakteridlnich, tak virovych) a sou€asné internich kontrol. [20]

3.2 Modifikace PCR reakce

Existuje cela fada modifikaci PCR reakce. Mezi nejcastéji vyuzivané verze PCR

reakce v mikrobiologii patii end-point PCR a Real-Time PCR.

3.2.1 End-point PCR

End-pointova reakce probihd v termocykleru vySe popsanym zptisobem. Na rozdil
od Real-Time verze nejsou v tomto piipad¢ vznikajici produkty reakce detekovany

v pribéhu PCR reakce. Produkty je tedy nutné vizualizovat jinymi postupy.

25


https://microbiologyinfo.com/polymerase-chain-reaction-pcr-principle-procedure-types-applications-and-animation/
https://microbiologyinfo.com/polymerase-chain-reaction-pcr-principle-procedure-types-applications-and-animation/

Detekce end-point PCR produktii

Jednou z nejbéznéjSich metod detekce a separace amplifikované DNA po
end-pointové PCR je gelova elektroforéza. Princip elektroforézy spociva v pohybu molekul
se zapornym nabojem ve stejnosmeérném elektrickém poli. Dalsi dilezitou vlastnosti
je 1 molekulova hmotnost separovanych castic, velikost elektrického pole a v neposledni
fadé 1 typ gelu a jeho porozité. Bézné se tato metoda provadi na agarézovém
¢i polyakrylamidovém gelu. Produkt PCR je nésledné vizualizovan diky pfidanému barvivu
do elektroforetického gelu. Dfive bylo hojn¢ vyuzivano barvivo ethidium bromid, od kterého
se postupné opousti kvuli jeho karcinogennim ucinkiim. Dnes jsou cCastéji vyuzivana
komeréni barviva jako SYBER Green, GelRED a dalsi. Barvivem oznaceny produkt

je detekovan v podobé signali v UV oblasti svétla (Obrazek 4).

bp SSR15 C- M1
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Obrazek 4 Detekce produktl PCR pomoci gelové elektroforézy

Zdroj: Atia, M. A. M., Osman, G. H., & Elmenofy, W. H. (2016). Genome-wide In Silico Analysis,
Characterization and Identification of Microsatellites in Spodoptera littoralis Multiple
nucleopolyhedrovirus (SpliMNPYV). Scientific Reports, 6(1).

Nejcastéji je pro detekci PCR produktl pouZzivan jiz zminény agardézovy gel.
Jak jiz znazvu vyplyvd je tento gel tvofen agardézou, coz je polysacharid tvofeny
D-galakt6zou a anhydro-L-galakt6zou. Pro elektroforézu je vhodné pouzivat gely s obsahem

agarozy od 0,5 az 4%. Plati obecné pravidlo, ¢im vice agar6zy bude obsazeno v gelu,
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tim bude jeho rozliSovaci schopnost vétsi. K tomu se také poji, Ze elektroforéza
bude probihat déle. Agar6zové gely jsou vhodné k rozliSovani delSich amplikontit DNA.

[17, 18]

Dale je mozné v nekterych ptipadech vyuzivat polyakrylamidovy gel, ktery vznika
polymeraci akrylamidu za vzniku molekul polyakrylamidu. Tyto molekuly se mezi sebou
poji mustky a vytvareji tak velmi hustou molekulovou sit. Polyakrylamidové gely

jsou vhodné k rozliSovani kratSich amplikoniit DNA. [18]

3.2.2 Real-Time PCR (RT-PCR)

Jedna se o polymerdzovou fetézovou reakci, kterou je mozné pomoci detekéniho
systému sledovat ,,v redlném case* (odtud pochazi i anglické oznaceni Real-Time).
Tato metoda je schopna detekovat cilové amplifikovanou DNA bud za vyuziti
fluorescen¢niho substratu ¢i fluorescenéné znacenych sond. Tyto sondy/substraty zarucuji
tvorbu hybridomt. B¢hem jednoho amplifikacniho cyklu tedy dochazi k emisi
fluorescen¢niho signalu, ktery je detekovan pomoci detekéniho systému a za vyuziti
softwarového vybaveni pfeveden do tzv. amplifikacniho grafu. Amplifikaéni graf

tedy vypovida o vytvareni hybridomi, a tedy i jejich poctu. [4, 16]

Jednim z nejcastéjsich fluorescenénich substratl, které se pouzivaji pro tuto metodu
je napiiklad SYBR Green I, LC Green a dalsi. Tento typ substratu je nespecificky vazan
k usekiim dsDNA. Dale jsou béZné pouzZivany fluorescencni sondy, jako jsou TaqMan,
Molecular Beacon ¢i specidlni hybridizacni sondy FRET (ForsterGv rezonan¢ni pienos
energie). Tyto fluorescen¢ni sondy jsou synteticky ptipravené oligonukleotidy, které maji
na jednom konci navdzanou fluorescencni znacku a na konci druhém zhasec¢. Dokud je sonda
neaktivni, je jeji fluorescen¢ni schopnost zhdSena a nevznika zadny signal. OvSem b&hem
amplifikace, kdy dojde k rozpoznani cilové sekvence, sonda nased4 na vznikajici fetézec
avlivem pracovani DNA-polymerdzy dochazi k jejimu S$tépeni, coZ zpusobi emisi
fluorescenéniho signalu. Béhem jednotlivych cykld amplifikace je emise signélu stale vétsi.

Vznikajici fluorescence vypovida o mnozstvi vytvotenych kopii. [4]

Vyhodou fluorogennich sond je jejich specifickd hybridizace mezi samotnou sondou
a cilovou sekvenci DNA, coz mé vyznam pro vytvareni fluorescencniho signalu. Déle se

mohou pouzivat sondy, které jsou oznaCeny rtiznymi druhy fluorescenc¢nich barviv,
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coz je vyuzivano k rozliSeni amplifikace dvou a vice riznych sekvenci v jedné PCR reakci

(napt. multiplexova RT-PCR). [4]

Amplifikacni graf je tedy zndzornéni fluorescencniho signdlu probihajicich cykla.
Kdyz je PCR zahajena, tak v pocatecnich cyklech dochazi k minimélnim zménam intenzity
fluorescence, tyto pocatecni cykly tedy vytvareji zakladni linii amplifikace. Pokud dojde
k zvySeni signalu nad tuto zékladni linii, znamena to, Ze dochazi k nahromadéni hledané¢ho
produktu — tedy amplikonu. Tento bod se oznacuje jako Ct (tzv. prahovy cyklus, oznaceni
vyplyva z anglického oznaceni Threshold Cycle). [4, 16] Na Obrazku 5 je zndzornéna
ukazka amplifika¢niho grafu.
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Obrazek 5 Amplifikacni graf

Zdroj: Ustav mikrobiologie — Oddéleni virologie, sérologie a parazitologie, FN Plzeri [13.2.2023]
3.3 Ostatni modifikace PCR

3.3.1 Reverse Transcription PCR

Reverse Transcription PCR nebo také zpétna PCR je metoda urcend k amplifikaci
RNA. Za standardnich podminek Ize PCR metodou amplifikovat pouze DNA. Proto je
nezbytné RNA nejprve prevést do jeji tzv. komplementarni DNA (cDNA). K tomuto piepisu
NK je zapotiebi enzymu — reverzni transkriptazy. V mikrobiologickych laboratofich mame
na vybér naptiklad z M-MuLV (reverzni transkriptdza z Moloneyho mys$iho leukemického
viru), AMV (reverzni transkriptiza z pta¢iho megaloblastického viru) nebo asi nejuzivané;jsi
tzv. r'Tth (termostabilni reverzni transkriptaza izolovana z bakterii Thermus thermophilus).
Dale je k zahgjeni syntézy vlakna cDNA potieba oligonukleotidového primeru, ktery naseda
na templatovou RNA. Po pfepisu je mozné jiz amplifikovat vzorek pomoci standardniho
postupu PCR. Metoda nalezla své uplatnéni naptiklad ve virologii, pro priikaz nejriiznéjSich
virt, které obsahuji pouze RNA, jako jsou HIV, HCV, rubivirus, virus chiipky, klistové
encefalitidy a dalsi. [3, 4, 16, 20, 22]
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3.3.2 Nested PCR

Tato modifikace je zaloZena na re-amplifikaci prvotniho produktu PCR reakce.
Pti této modifikaci je tedy potieba pouzit dva pary primert, jeden par do prvni reakce, druhy
par do reakce druhé, kdy plati, Ze pouzité primery musi byt odlisné. Jedna reakce trva
pfiblizné 15 az 30 cykld. Tyto primery jsou navrzeny tak, aby specificky hybridizovaly
s vnitfnimi sekvencemi, které jsou pfitomny ve vytvofenych amplikonech prvotni PCR
reakce. Vyhody pramenici z této metodiky jsou vyssi specifi¢nost a citlivost testu. Nanestésti
jedna z nejvétsich nevyhod této metody je zvySené riziko kontaminace v disledku vétsiho

mnozstvi amplifikacnich produktd a krokli v pracovnim postupu reakce. [23, 24]

3.3.3 Hot-start PCR

Piestoze je PCR velmi citlivda metoda mohou nastat komplikace jako napf. tvorba
primer-dimeru nebo muze dojit ke Spatnému nasednuti primeru, coz je zpusobeno
nespecifickou vazbou s cilovou DNA. Bylo zjisténo, ze nespecifické¢ amplikony vznikaji
za niz$i teploty jeste pred zaatkem prvni denaturaéni faze, a to vlivem Sirokého teplotniho
rozmezi DNA polymerdzy. Tyto nespecifické produkty, poté co doséhne cykler pozadované
teploty a probihd jiz PCR reakce a tvofi se jiz i spravn¢ amplifikované produkty, soutézi
s nespecifickymi produkty o reagencie potiebné pro probéhnuti reakce. Hot-start metoda
byla navrZena tak, aby zamezila tvorb&é nespecifickych amplikoni. Hlavnim cilem
je blokovat aktivitu DNA polymerazy pii nizSich teplotach do té doby, dokud cykler

nedosahne teplotni podminky — pocatecni denaturaci. [25]

Béhem vyvoje této metody bylo vyvinuto nékolik postupti, jak proces zlepsit. Jednou
z technik bylo zavedeni bariér — voskové bariéry oddé€luji klicové komponenty pro prib¢h
reakce do dosazeni zvysené teploty — tedy prvotni denaturace. Dal$i bariérou je zapouzdiend
DNA polymeraza ve vosku, ten se rozpusti pii dosaZeni startovaci podminky — pocatecni
denaturace, posledni z bariér je moznost vyuzit tzv. mikrofluidniho zafizeni, které vytvari
bariéru uvnitf reakce. Dal§i moZnosti je fizené ptidavani hot¢iku do reakce nebo pouziti
hot¢ikovou sraZzeninu, poté co dosahne cykler pozadované teploty dojde k jejimu rozpusténi.
Nejnovéjsi technologie byly vyvinuty tak, aby blokovaly aktivitu DNA polymerazy
za vyuziti protilatek tzv. aptamerti. To jsou oligonukleotidové molekuly, které se vazou

na DNA polymerazu pfi niZSich teplotach a nasledné se uvolni pti zvySenych teplotach. [25]
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3.3.4 Asymetricka PCR

Pfi tomto typu PCR reakce, je vzdy pfitomen jeden primer ve vyssi koncentraci,
nez druhy primer (nejcastéji v rozpéti koncentraci v poméru 1:50 az do 1:100).
Coz umoziuje vytézit z reakce vysokou koncentraci molekul jednovlaknové DNA o délce

az 1000 bp. [24]

Béhem prvnich 15-20 cyklt je DNA amplifikovana, coz je mnoZzstvi kopii jako
pii bézné PCR reakei, avsak v disledku nizsi koncentrace jednoho z primert, dojde k jeho
vycerpani a tim i k ,,selhani‘ exponencialniho ptirtistku amplikond. V tomto okamziku tim,
ze v reakci zistava stale jeden primer, béhem nésledujicich 30—40 cyklech dochazi k tvorbé
jednovldknovych amplikonti. Z tohoto principu se da soudit, Ze asymetricki PCR ma
dvoufazovy proces. V prvnim kroku dochdzi k exponencialni amplifikaci a ve fazi druhé
k linedrnimu zesileni. Pokud by bylo potfeba pro nckteré dalsi metody oddéleni
jednovldknovych DNA produkti od dvouvldknovych, Ize vyuzit elektroforézu (nejcastéji

na agar6zovém gelu). [24]

3.3.5 Izotermalni amplifikace zprostiedkovana smyckou (LAMP)

Genetickd testovani vyzaduji extrakci nukleovych kyselin ze vzorkl, genovou
amplifikaci a detekéni systém. VSechny tyto slozky vyzaduji zru¢nost, znalosti, a predev§im
drahé vybaveni. Na tento podnét byl vyvinut novy typ amplifikace, a to metoda
LAMP —izotermicka amplifikace zprostfedkovand smyckou. Prednosti této metody

kombinuji jednoduchost s rychlosti a vysokou specifitou. [26]

Tato technika je velmi specificka a dokdZe namnoZit DNA ze vzorku az na miliardu
kopii za méné nez jednu hodinu. Tuto metodiku je mozné provést i bez pokrocilejsiho
laboratorniho vybaveni, jako je naptiklad blotovy ohtiva¢ ¢i vodni 1dzn€. Piednosti metody
je vysokd specificnost diky vyuziti nékolika primert (vétSinou od ¢ty do Sesti),
prvkem, ktery je zodpovédny za spravny priibéh reakce je navrh primert. Tyto primery musi
byt optimalizovany z hlediska faktori, koncentrace, umisténi nukleotidovych bazi
a vzdalenosti mezi nimi. Primery musi mit jednovldknovou strukturu pii 60-65 °C a nesmi
tvofit stabilni dvouvlaknovou strukturu DNA. Pfi metodé¢ LAMP je vyuzivano vnitinich
a vnéjSich pari primert, které se kombinuji s DNA polymerazou. Smyckové primery
vyznamné zlepSuji ucinnost a citlivost reakce, a dokazi zkratit potiebnou dobu az o polovinu.

[27]
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Metoda LAMP nema denaturacni fazi DNA, protoze diky tzv. Bst DNA polymeréaze
muze byt reakce provadéna v izotermickych podminkach. VSechny faze LAMP reakce se
provade¢ji pii stabilni teploté kolem 60-65 °C, coz eliminuje potfebu pouziti termocyklert
k pfesné nastavené teploté a Casovych profilii, které se bézné uzivaji pii PCR reakcich.
LAMP ma tii faze, a to vyrobu vychoziho materidlu, cyklickou amplifikaci a elongaci

kombinovanou s recyklaci. [27]

V  mikrobiologii miize byt metoda LAMP pouzita pro detekci raznych
mikroorganismii. Dosud bylo touto metodou prokazano mnoho patogeni zpiisobujici
respiracni infekce. Jsou to patogeny jako Mycobacterium tuberculosis, Streptococcus
pneumoniae €1 Bordetella pertussis a mnoho dalSich. Dale se tato metoda uplatnila
v diagnostice gastrointestinalnich infekci, napf. patogent jako Salmonella Typhi,
Campylobacter jejuni a Helicobacter pylori. Dale je mozné metodu LAMP vyuzit
pti diagnostice fady virG, naptiklad adenovird, déale pak vird Varicella zoster,

Cytomegalovirus a mnoha dalSich. [28]

3.4 Vyuziti PCR reakce pro diagnostiku infekénich onemocnéni
Mezi infekéni onemocnéni se zafazuje jakékoliv nemoc, jejiz pivodcem je
mikroorganismus. Nej€astéji se jedna o bakterie nebo viry. Kromé nich je mozno pomoci

metody PCR prokazovat také parazity nebo mykotické patogeny. [3]

3.4.1 Vyuziti PCR v klinické bakteriologii

Metody zaloZzené na PCR se dfive vyuZivaly pfedev§im ve vyzkumu. Dnes jsou
béZné vyuzivany i v klinické praxi pro identifikaci bakteridlnich patogenti. V tomto ptipadé
je PCR metoda zamétena zejména na detekci bakterii, které se vyznacuji pomalym rlstem
¢1 rast nemohou, nebo jsou Spatné kultivovatelné. V priibéhu ¢asu byly vytvoreny testy
na detekci patogenti jako Neisseria gonorrhoeae (pivodce kapavky), Mycobacterium
tuberculosis (ptivodce tuberkulozy), Chlamydia trachomatis (ptivodce STD onemocnéni),
dale pak napf. pro prikaz bakterii rodu Lactobacillus spp., Gardnerella vaginalis,
Mycoplasma hominis a fady dalSich. [2, 29] Dale se mohou vySetfovat bakterialni ptivodci
jako Borrelia burgdorferi sensu lato — puvodce lymeské borelidzy, Streptococcus
agalactiae — zpisobuje mimo jiné¢ tézké meningitidy u novorozencl, Streptococcus
pneumoniae — zpusobuje respiracni infekty vcetné pneumonii, Staphylococcus aureus —
zpusobuje kozni problémy, zanéty prsu, plic atd., Haemophilus influenzae — ptivodce infekci

dychacich cest, nebo Neisseria meningitidis — zpuisobujici tézké meningitidy. [3]
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3.4.2 Vyuziti PCR v klinické virologii

Pokroky v molekularni biologii umoznily detekovat a charakterizovat také nukleové
kyseliny virti. Tato vylepseni vedla k detekci kompletniho zmapovéani virové NK, dale urceni
genotypu, podtypu, mutaci ¢i genotypovych rezistenci. Nejcastéji detekované viry touto
metodou jsou napt. HIV, virus hepatitidy B, lidsky cytomegalovirus a herpes simplex virus

typu 112 atada dalSich. [29]

3.4.3 Vyuziti PCR v klinické mykologii

V posledni dekddé doslo také k pokroku molekularni diagnostiky mykotickych
patogent. Diky PCR metod¢ Ize detekovat pfitomnost téchto patogend i ze stopového
mnozstvi ve vzorku, a tim i v€as zah4jit terapii jesté pfed Gplnym rozvinutim nemoci. Metoda
se pouzivd napt. pro detekci patogent jako je Pneumocystis jirovecii, Aspergillus spp.

A mnoho dalSich. [29]

3.4.4 Vyuziti v klinické parazitologii

Vétsina parazit nelze kultivovat v laboratornich podminkach a samotna interpretace
zavisi na sérologickém priikazu ¢i na méné citlivé mikroskopii. Pomoci PCR je mozné

detekovat napiiklad parazity jako je Plasmodium spp. [29]

3.5 Pulzni gelova elektroforéza (PFGE)

Béhem vyuziti bézné gelové elektroforézy jsou molekuly DNA v pifimocarém
a plynulém pohybu od katody k anod¢. Rychlost tohoto pohybu je imérna jejich velikosti
a samotna separace je nasledn¢ podminéna rychlejSim prichodem menSich molekul gelem.
Takovy princip déleni je uplatnén vSak jen u menSich molekul DNA, a to do velikosti
pfiblizné€ 50 kb. K separaci vétsich molekul je pravé vyuZivana pulzni gelova elektroforéza
(PFGE), jelikoz béhem bézné separace by vetsi molekuly uvizly ve struktufe gelu a nedoslo
by k jejich rozdéleni. Metoda PFGE pfinesla moznost separovat molekuly, které obsahuji

az 12 miliond paru bazi. [20, 30]
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Pii vyuziti PFGE je gel vystaven plsobeni dvéma ¢i vice elektrickym polim,
coz zpusobuje, ze smér je pod uthlem 90-180° periodicky ménén a k tomu dochazi
v pravidelnych casovych intervalech (pulzech), coz vytvaii zig-zag pohyb molekuly.
Pti zapojeni prvniho elektrického pole jsou separované molekuly srovnavany do spravného
sméru a dojde k jejich pohybu gelem. Vlivem pteruseni prvniho pole a zaroven aktivaci
druhého elektrického pole dochazi k nucené zmeéné smeru svého pivodniho pohybu. Aby se
molekuly DNA mohly v tomto novém sméru pohybovat, musi zménit svoji orientaci.
U vétsich molekul je potfeba Casu k reorientaci vice nezZ u mensich molekul, proto je pohyb
vétSich molekul mnohem pomalejsi. Z toho vyplyva, ze ¢as k preorientovani molekul je

tim delsi, ¢im je delsi fetézec molekuly DNA, a takto jsou molekuly v PFGE separovany.

Na Obrazku 6 je ptehledné zobrazen princip PFGE. [20, 30, 31, 32, 33]
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Obrazek 6 Schéma provedeni pulzni gelové elektroforézy

Zdroj: Centers for Disease Control and Prevention, 2016 [online], citovano [13.02.2023].

Dostupné z: https://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/pfge. html

Mezi hlavni nélezitosti PFGE nélezité patfi — pulzni Cas, jednd se o proméenlivy

parametr, ktery je mozné béhem samotné separace menit. Mize byt bud’ staly, nebo je mozné
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ho zvySovat. Timto zpisobem je mozné regulovat velikost molekul. Pokud je pozadovano
separovat vétsi molekuly, je doporucovéano del§iho pulzniho ¢asu, naopak pro molekuly
mensi kratsi Casy. Dale velikost napéti €i ¢as béhu separace — obdobné jako u pulzniho Casu,
v zavislosti na velikosti stanovovanych molekul je volen i vhodny ¢as, dale pak reorientacni
uhel — rozliSeni zon je dan pravidlem, ¢im je thel vyssi tim jsou jednotlivé separacni zony
ostiejsi, teplota — u klasické elektroforézy je vyuzivana bézna laboratorni teplota. Na rozdil
od PFGE, kde je zapotiebi snizené teploty, piiblizn¢ okolo 4-15 °C. A v neposledni fad¢
koncentrace agardzového gelu, kde plati zavislost na koncentraci, tedy u vyssi koncentrace
agarozy se molekuly pohybuji pomaleji, a naopak u mensich koncentraci je pohyb molekul

rychlejii. [32, 34]

3.5.1 Vyuziti PFGE v mikrobiologii

Pulzni gelové elektroforéza je stale povazovana za zlaty standard pro mnoho bakterii.
Slouzi naptiklad k typizaci bakterii pro vySetfovani ohnisek a sledovani nakazy, coz ptineslo
vysoky vyznam v oboru epidemiologie a mikrobiologie, dile umoznila epidemiologické
studie kvasinek a hub. Neékteré studie poukazuji, Ze by tato metoda byla napomocna
1 k ptipravé vakcin, diky moznosti identifikace geni zplsobujici rezistence na antibiotika.

[33, 35, 36, 37, 38]

PFGE se vyznacuje svoji velkou diskriminacni silou a reprodukovatelnosti,
diky témto klicovym vlastnostem se stala Siroce vyuzivanou metodou pro srovnavani
typizaci téméf vSech bakterialnich druhi, jako jsou naptiklad grampozitivni bakterie
(stafylokoky, enterokoky, mykobakterie, a dalSi), také gramnegativni bakterie
(Escherichia coli, Enterobacterales, Pseudomonas spp., a dalsi). [36, 37, 39] Piestoze se
metoda jevi jako velmi kvalitni, ma také 1 fadu nevyhod, pfedevSim je to jeji Casova
naroc¢nost, kterd se pohybuje okolo 5-7 dni. Proto je PFGE pifevazné vyuZivana

ve vyzkumnych laboratofich, které provadéji specidlni analyzy vzorka. [33, 38, 39, 40]

3.6 Polymorfismus délky restrikénich fragmenti (RFLP)

Tato metoda je zaloZzena na Stépeni molekul DNA na specifickych mistech
specifickymi enzymy — tzv. restrikénimi endonukledzami — na fragmenty. Restrik¢ni
endonukledzy jsou enzymy bakteridlniho pGvodu. Zprvu byly zaméfené na ochranu
pted cizorodou DNA, dnes se jiz hojné€ vyuzivaji v genetickém testovani pro charakterizaci
DNA. Dodnes bylo popsano velké mnoZstvi téchto endonukleaz (pfiblizné 1500), které se

od sebe lisi pouze v rozpoznavani riaznych kratkych nukleotidovych sekvenci. [7]
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Vsechny typy restrikénich endonukledz $tépi cilovou DNA na riznych mistech
na zédklad¢ sekvence DNA. Rozdily ve velikosti vzniklych fragmentl Ize jednoduse
detekovat za vyuziti pulzni gelové elektroforézy. Gelova elektroforéza umoznuje jejich
separaci na zaklad¢ délky a mnozstvi fragmentil, a naslednou detekci rozdilii v sekvencich
tzv. polymorfismus. Tyto polymorfismy jsou zplisobeny piestavbami v genetickém kodu
na zéklad¢ ptitomnosti nebo chybéni inicializacnich mist a Stépnych usekl (napt. delece,
inzerce, inverze, ...). Elektroforéza mize byt doplnéna dalsi metodou jako je hybridizace
typu Southern blot. Vybér riiznych typt hybridizace umoznuje jednodussi interpretaci
vysledkl pfi analyze RFLP, vlivem sniZzeni poctu nékterych fragmenti. [7, 20, 41]
Tato metoda je pomérné ¢asoveé narocna, ma vyssi pofizovaci naklady a v neposledni fadé

vyzaduje vétsi mnozstvi DNA. [41]

3.6.1 Vyuziti RFLP v mikrobiologii

RFLP analyza je jednou z prvnich pouzivanych metod k typizaci bakterii. Metoda
nam poskytuje informaci o genetické rtiznorodosti mezi kmeny rtiznych skupin organismd.
Tedy obecné je metoda vyuzivana k epidemiologickym uceliim, at’ uz k sledovani zdroje
nakazy ¢i rezistentniho dohledu nad infekcemi. RFLP je Casto spojovana s dalSimi
metodami, jako jsou PFGE, PCR, Southern blotovani a dalsi, a poskytuji tak lepsi vysledky.
Diky tomu mohlo byt prostudovéano spoustu mikroorganismtl, napiiklad bylo mozné rozlisit
ruzné genotypy Clostridium difficile, Vibrio cholerae, Yersinia pestis, Staphylococcus

aureus a dalSich. [35, 42, 43]

3.7 Hybridizace

Hybridizace ma v molekularni biologii Siroké pole pusobnosti, nejen ze dokazi
zachytit chromozomové aberace ¢i mutace u genetickych chorob, ale také slouzi
k diagnostice n&kterych virovych onemocnéni. [3] Hybridizacni techniky jsou zaloZeny
na schopnosti dvou fetézcli nukleovych kyselin vytvaret dvouvlaknové molekuly — hybridy.
To ovSem =za piedpokladu, Ze vldkna maji komplementarni sekvenci bazi. Metody
hybridizace vyzaduji vzdy ptitomnost alespoii jednoho znamého fetézce nukleové kyseliny,

aby bylo mozn¢ identifikovat druhy neznamy fetézec. [3, 4, 14]

Na zaklad€ charakteru materidlu je mozné rozd¢lit dva zakladni typy hybridiza¢nich
metod, a to molekularni hybridizaci a hybridizaci in situ. Molekularni hybridizace vychazi

ze skutecnosti, ze nukleova kyselina byla extrahovana z biologického materialu.
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U hybridizaci in situ je nukleova kyselina v biologickém materidlu pfitomna v podobé

napiiklad celych bun¢k nebo i celych chromozomd. [3]

Pro hybridiza¢ni techniku jsou dtlezité tyto kroky (I) vyroba a znaceni
jednotetézcovych hybridiza¢nich sond, (II) ptiprava cilové jednovlaknové nukleové

kyseliny a (III) smichani a ndsledna hybridizace cilové nukleové kyseliny a sondy. [3, 4]

(I) Tyto sondy jsou ve své podstaté kratké nukleové kyseliny znacené znamymi
sekvencemi nukleotidi, které jsou navrzeny tak, aby specificky hybridizovaly s cilovou
nukleovou kyselinou. Jednou z moznosti oznaceni téchto sekvenci nukleotidii je za pomoci
radioaktivnich znagek. Pouzivanymi radioaktivnimi izotopy jsou napt. 2P, 33S, nebo '*I.
PtrestoZe toto znaceni poskytuje nejvyssi citlivost, mé fadu nevyhod (napft. vyssi potfizovaci
naklady, kratkd Zivotnost izotopu, obtiznd manipulace a skladovani vcetné likvidace
a v neposledni fadé radioaktivni izotopy jsou zdravi $kodlivé). Casem doslo k inovaci
a postupné se dava prednost neradioaktivnimu znaceni, a to chemickému. Jako chemické
znacky se pouZzivaji naptiklad biotin, digoxigenin nebo akridinium ester. Kazda molekula
biotinu se vzdy vaze na Ctyfi molekuly avidinu, pouZzivaji se tzv. biotinylované sondy,
které specificky hybridizuji s cilovou sekvenci a tyto sondy je mozné detekovat pomoci
avidinu nebo streptavidinu, ktery je znacen enzymem (napt. peroxidaza, luciferdza, ...).
Po pfidani substratu do reakce dojde v ptipadé pozitivni reakce k produkci barevného
produktu. Jiné techniky mohou vyuZzivat i avidin nebo protilatku znacenou fluorescencnim
barvivem (napt. fluorescein, rhodamin, ...). Prob¢hld hybridizace je poté kontrolovdna

v oblasti ultrafialového zateni. [3, 4, 14]

(IT) Vstupnim materidlem pro nukleovou kyselinu jsou mikroorganismy pochazejici
bud’ z pacientského vzorku, nebo z jiZ narostlé kultury. Samotnéa separace této nukleové
kyseliny miZe probihat bud’ chemickymi technikami, poptipadé¢ enzymatickymi
(viz kapitola Izolace DNA). Hlavnim cilem je v¢as zpracovat nukleovou kyselinu, aby byla
zarucena jeji stabilizace a byla zaroven zachovana jeji struktura. Zachovani téchto dvou
vlastnosti je nezbytné pro naslednou denaturaci, a rozvolnéni kyseliny na jednotlivé fetézce.

[3,4, 14]

(IIT) Aby doslo k nasednuti sondy na cilovou nukleovou kyselinu, je nutné zajistit
optimalni teplotni podminky a dostate¢nou koncentraci iontd — tomuto jevu se fika
hybridizace. Cim jsou tyto podminky piisn&jsi, tim dochazi k lepsimu nasednuti sond

na vySetfovanou nukleovou kyselinu a tim jsou i stabilngj$i produkty. Pokud je teplota
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kolisava mize dochéazet ke vzniku nestabilnich hybridi, které maji nedokonale sparované
baze. Vznikajici produkty jsou komplexy RNA-RNA (nejstabilnéjsi), RNA-DNA
(méné¢ stabilni), DNA-DNA. (nejméné stabilni). [3, 4, 14]

Dal$im moznym rozd€lenim hybridizace je na zakladé provedeni, které miize byt
bud’ ve vodni fazi, nebo v pevné fazi. Principem hybridizace ve vodni fazi je, Ze nukleové
kyseliny jsou schopny spolu voln¢ interagovat ve vodném prostiedi. Vyhodou tohoto
prosttedi je vys$i rychlost hybridizace. CilovA DNA je denaturovana za vzniku
jednovldknové DNA, kterd je nasledn¢ smichédna s jednoietézcovymi sondami a dochazi
k tvorb¢ hybridi. K provedeni této metody staci i jen malé mnozstvi vzorku. U hybridizace
v pevné fazi probihd samotnd hybridizace na pevném nosi¢i (napf. nitroceluldozova
nebo nylonovd membrana). Dodnes byly popsany Ctyfi zpisoby provedeni hybridizace

v pevné fazi — dot/slot, sendvi¢ova hybridizace, Southern blot a in situ hybridizace. [3, 4, 14]

3.7.1 Southern blotting (Southerntiv pi‘enos)

Tato technika je vyhrazena na ptenos a hybridizaci DNA. KdyZ je DNA extrahovana
ze vzorku a ocisténa je mozné rozdélit ji do nekolika frakci podle rtznych velikosti
za pomoci restrikénich enzymt. Tyto frakce jsou nasledné separovany na gelu pomoci
elektroforézy v zavislosti na jejich molekulové hmotnosti a velikosti pouzitého elektrického
pole. Kratsi fragment putuji rychleji a do vétsi vzdalenosti v gelu neZ vétsi fragmenty. Poté
je cilovda DNA pfenesena na membranu, béZzné pouZivanymi jsou nitrocelul6zova, poptipadé
nylonova (mize byt vyrobena z nenabit¢ho nylonu nebo pozitivné nabitého nylonu).
Membrana je poté ponofena do hybridiza¢ni tekutiny obsahujici sondy. Hybridizaéni
tekutiny jsou vyuzivany, protoZe nelze aplikovat sondy piimo na elektroforeticky gel
z divodu jeho kiehkosti. K zajisténi snizeni nespecifickych vazeb sond na DNA jsou
pouzivany detergenty (napi. SDS) a deionizovany formamid. Metoda umoziuje urcit
specificky fragment nukleové kyseliny, ktery nese poZadovanou sekvenci bazi. [4, 44]

Na Obrazku 7 je zobrazeno schéma zakladniho principu Southern blottingu.
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Obrazek 7 Schéma provedeni Southern blottingu

Zdroj: KOCAREK, Eduard. Molekuldrni biologie v mediciné. Narodni centrum oSetiovatelstvi a
nelékarskych zdravotnickych oborii v Brne, 2007

3.7.2 Northern blotting

Jedna se o obdobu Southern blotové techniky, s tim rozdilem, Ze pti této metodé

je hybridizovana RNA, tu je nejprve potieba ze smési nukleovych kyselin izolovat. [4, 8]

3.7.3 Western blotting

Western blot téZ zndmy jako immunoblot byl vyvinut z technik Southern a Northern
blotu. Tato technika umoziiuje ptenos proteinlt z elektroforetického gelu (nejcastéji
polyakrylamidového) na absorpéni membranu. Nasledné jsou pouzity sondy obsahujici

protilatku namifenou proti pfislusnym proteinim navazanych na membrang. [45]

3.7.4 Sendvicova hybridizace

Pfi této hybridizaci je vyuZzivano dvou sond — jedné neoznacené, kterd je nejcastéji
navazana na dn¢ mikrotitracni desticky a slouzi k zachyceni cilové DNA ze vzorku.
Vytvoteni tohoto komplexu je poté detekovano pomoci druhé sondy, ktera je specificka
pro jinou cast cilové sekvence. Vyhodou této hybridizace je sniZzend nespecificka reakce
vlivem komplexu sonda-cilova sekvence-sonda a vyssi specifita reakce. Naopak nevyhodou

je narocnost prace, je zde vetsi pocet pracovnich krokid a nutné promyvani. [4]
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3.7.5 In situ hybridizace

Tato hybridizace je zaloZzena na detekci pfitomnosti specifickych sekvenci
nukleovych kyselin pfimo ve vySetfované tkani ¢i na bunécnych strukturach bez nutnosti
izolace DNA. Na mikroskopickém sklicku je uchycena tkan a piisobi tak jako pevna faze.
Tkéanové vzorky jsou zpracovany tak, aby byla co nejvice zachovéna struktura tkané,
ale 1 pfesto bylo mozné uvolnit nukleovou kyselinu patogenu pro naslednou denaturaci
avzniku jednovlaknové nukleové kyseliny s neporuSenou sekvenci bazi. Nejbéznéji
pouzivané sondy jsou fluorescenéné znacené — Fluorescence In Situ Hybridization (FISH),
pro detekci u této modifikace je potfeba fluorescencniho mikroskopu. Béhem této techniky
je mozné pouzit rizné sekvenéni sondy znacené riznymi barvami, coz umozni identifikovat
polohu nékolika genli najednou. Znazornéni hybridizaniho signalu v ptipadé¢ FISH je
v podobé sviticiho bodu v tmavém pozadi fluorescenc¢niho mikroskopu. Vyhody této metody
spoCivaji v presné detekci infikovanych bunék ve tkéani, dale je uzitecnd pro detekci
intracelularnich parazitii, dale je mozné pomoci in situ hybridizace detekovat virovou DNA,
popiipadé RNA. V neposledni fadé¢ je mozné provadét hybridizace pii soucasném
histologickém pozorovani. [3, 4, 8, 10, 14] Na nasledujicim Obrazku 8 je znazornéno

jednoduché schéma provedeni FISH.

o Tissue sample
\\\ S ‘ < ™ on glass slide
Paraffin embeding Slides of 4-5 um Wiza:ion

= FISH probe <—l

Hybridization

Fixation of tissue

—> S - Ready for

Antifade solution Cover slip microscopy

Obrazek 8 Schéma FISH

Zdroj: Veterian  Key, 2017  [online], citovano  [13.2.2023].  Dostupné  z:

https.//veteriankey.com/fluorescence-in-situ-hybridization-for-the-tissue-detection-of-bacterial-

pathogens-associated-with-porcine-infections/
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3.7.6 Vyuziti hybridiza¢nich technik v klinické mikrobiologii

Hybridizacni techniky jsou jiz dels$i dobou hojné vyuzivany pro ucely detekce
v oblasti genetiky — pro diagnostiku dédicnych chorob, ale jsou pouzivané
1 v mikrobiologii — pro diagnostiku infek¢nich chorob. Tyto techniky pfispivaji k vylouceni
¢i prokazani infekéniho agens ve vzorcich tkani i télnich tekutin. Mohou to byt patogeny
jako napiiklad Chlamydia pneumoniae, Human papillomavirus, Epstein-Barr virus,

Cytomegalovirus, Mycobacterium tuberculosis a mnoho dalSich. [46, 47]

3.8 Sekvenace DNA

Sekvenacni techniky patfi mezi modernéjsi molekularné-genetické metody.
Sekvenovani je zaloZzeno na principu stanoveni primdrni struktury DNA, tzn. stanoveni
pfesného potradi nukleotidll (A — adeninu, C — cytosinu, T — thyminu, G — guaninu). Znalost
potadi nukleotiddi poukazuje na informace o poradi aminokyselin, které koduji proteiny,
jejich regulaci syntézy a v neposledni fadé umoziuje detailnéjsi analyzu mutaci,
které zpusobuji naptiklad genetické choroby, nebo v ptipadé¢ bakterii koduji geny rezistence.
Dale v klinickych laboratofich jsou tyto metody vyuzivany k typizaci mikroorganismil
a identifikace haplotypl a polymorfismu, a to jiz od znamych sekvenci, tim je umoznéno
odhalovat riizné substituce, delece, inzerce ¢i duplikace v genomech. Sekvenovat je mozné
bud’ urcity tisek DNA, nebo cely genom. Touto metodou Ize i stanovit nepfimo 1 RNA,
ktera je prevedena pomoci reverzni transkripce na DNA. Dnes jsou v praxi pfevazné
vyuzivany dvé metody, a to Sangerova sekvenace (star§i metoda) a nov¢jsi, celogenomoveé

sekvenovani (WGS). [3, 8, 10, 20]
Historie sekvenovani DNA

Pocatky sekvenovani se objevily jiz na konci 70. let 20. stoleti, kdy byly uvedeny
dv¢ zakladni sekvenacni metody. Prvni metoda vyvinuta ve Velké Britanii Frederickem
Sangerem ve spolupraci s jeho kolegy, oznacovana jako Sangerova sekvenace. Druha
metoda byla vyvinuta v USA Allanem Maxamem a Walterem Gilbertem, ozna¢ovana jako
tzv. Maxam-Gilbertova sekvenace. Pfestoze jsou ob¢ tyto metody principidlné odliSné,
ob€ umoziuji v pomérné kratkém ¢asovém useku urcit sekvence DNA. Naopak spoleénym
pozadavkem pro ob& metody je vychozi material (naptiklad fragmenty DNA ziskané z PCR
reakci). Od Maxam-Gilbertovy techniky se ustoupilo z diivodu potieby reagencii, které byly
toxické a pfedstavovaly zdravotni riziko pro pracovniky. Jednim z dalSich davodu, proc je

dodnes pouzivano sekvenovani dle Sangera je relativni jednoduchost této techniky

40



a moznost vyuzit piistroje tzv. sekvendtory, které Sangerovo sekvenovani automatizuji.

[10, 20, 48]

Sekvenacni techniky je mozné rozdélit na zakladé postupného vyvoje do nékolika
generaci, kdy Sangerovo sekvenovani a pyrosekvenovani jsou oznacovany jako sekvenovani
prvni generace. Do druhé generace fadime metody jako jsou Ion Torrent, Roche 454 a dalsi,
a do posledni skupiny neboli tieti generace sekvenovani — n¢kdy také sekvenovani nové
generace (NGS), patii platforma Illumina a long-read platformy jako napiiklad Pacific

Biosystems nebo Nanopore.

3.8.1 Prvni generace sekvenovani

Sangerovo sekvenovani

Sekvenovani dle Sangera, je technika, ktery byva oznacovana také jako enzymaticka.
V poslednich letech se jedna o jednu z nejbéznéji pouzivanych metod pro sekvenovani
kratkych tsektt DNA. Tato technika sekvenovani vyuziva jednoho oligonukleotidového
primeru. Tento primer je komplementarni k pocatecnimu useku nami sekvenované DNA.
V samotné reakéni smési je zapotiebi pfitomnosti enzymu DNA polymerazy,
dale deoxynukleosidtrifosfati (ANTP) a specidlnich dideoxynukleosidtrifosfati (ddNTP).
Tyto specidlné upravené ddNTP jsou uméle pfipravené jednotlivé nukleosidy (ddATP,
ddGTP, ddCTP a ddTTP), které maji na cukerné jednotce svého 3' uhlikového konce
(deoxyrib6za) navazan vodik na misto OH skupiny. Déle jsou jednotlivé ddNTP oznaceny
riznymi fluorescennimi barvami (béZné€ pouzivanymi jsou napiiklad JOE, TAMRA, ROX

atd.). [3, 20, 48, 49]

Prvotnim krokem procesu sekvenace zkoumaného useku DNA je provedeni klasické
PCR reakce za vyuziti specifickych primerti pro dany usek. Po navazani primeru dochazi
k syntéze novych fetézctl, do nichz se zaclenuji jednotlivé nukleotidy obsazené ve smési.
V mistech, kde doslo k navazani ANTP pokracuje syntéza dale, dokud nedojde k zaclenéni
fluorescenéné znacené¢ho ddNTP, coz zastavi syntézu fetézce vlivem chybéni OH skupiny
na 3' konci. Béhem reakce je vytvoren velky pocet jednotlivych fetézci DNA s rliznou
délkou. Proto je nasledné nutné vyuziti elektroforetické separace, ¢imz dojde k ziskani
spektra riizné dlouhych useki DNA. Diky fluorescenénimu znaceni ddNTP na konci
kazdého fragmentu dochédzi k urCeni sekvence analyzovaného fetézce DNA. Novéji

je do praxe zafazena automatickd kapilarni elektroforéza, kdy dochazi k separaci
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dle velikosti fragmentli a diky laserové excitaci k nasledné detekci emitovaného
fluorescencniho zéafeni a za vyuziti pocitacového softwaru jsou tyto signaly prevedeny
do tzv. sekvenogramu v podobé po sob¢ jdoucich barevnych piki. Princip Sangerova

sekvenovani je stru¢né€ znazornén na Obrazku 9. [3, 20, 48, 49]

‘ PCR with fluorescent, 2 Size separation by capillary 3 Laser excitation & detection
chain-terminating ddNTPs gel electrophoresis by sequencing machine

L .--.-....... Large fragments g G
B ag om A a
—C c C
—T \ T T
[ »GtG ¢ G G
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- A » A A
POHIGAEY &
Bl N : A
— Seshdat G G
c r .
B Mixture of dNTPs & Ssllfmomants:, = <
[ fluorescently- labelled .
—T ddNTPs ) H T
i =
5 Fluorescently-labelled Laser beam Photomultiplier outhutet "
Original oligonucleotides hutchromatogearm

DNA sequence,
PCR amplified &
denatured

Obrazek 9 Princip Sangerova sekvenovani

Zdroj:  Merck, Sigma-Aldrich Brand [online], citovano [13.2.2023]. Dostupné z:

https.://www.sigmaaldrich.com/CZ/en/technical-documents/protocol/genomics/sequencing/sanger-

sequencing

Pyrosekvenovani

Pyrosekvenovani bylo poprvé na vefejnost uvedeno v roce 1987 skupinou
védcl — Palem Nyrenem Bertilem Petterssonem a Mathiasem Uhlenem. Ti vyslovili
myslenku, Ze metoda je zaloZzena na principu vyzafovani svételného signalu, presnéji
bioluminiscence. Tato luminiscence vznika v dasledku zaclenovani nukleotidii v procesu
syntézy DNA fetézce. Béhem této metody sekvenovani neni nutnost vyuZiti fluorescenéniho
barviva ¢i fluorescenéné znacenych ddNTP jako u Sangerova sekvenovani. Reakéni smés
obsahuje Ctyti zakladni enzymy, kterymi jsou Klenowtiv fragment z DNA polymerazy, ATP
surfurylazu, luciferazu a apyrazu. Daéle obsahuje zkoumanou jednovldknovou DNA
a substraty, kterymi jsou adenosin-5'-fosfosulfurat (APS) a luciferin. V neposledni fadé¢
je nutnost pridat jeden ze zékladnich ¢tyf nukleotidi. Béhem zaclenovani piislusného
nukleotidu je uvoliovan pyrofosfat — odtud ndzev pyrosekvenovani, ktery v pfitomnosti
enzyml v reakéni smési vytvari bioluminiscencni signdl, ktery lze detekovat pomoci

vhodného detekéniho systému. [8, 50, 51]
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3.8.2 Sekvenovani druhé generace

Od roku 2005 doslo k postupnému vzniku nové generace sekvenovani, ktera méla
vyftesit jisté problémy ¢i omezeni z ptivodni generace. Cilem bylo zejména zrychleni
sekvenacniho procesu, snizeni celkovych nakladi, a hlavné moznost interpretovat vysledek
bez nutnosti vyuziti elektroforézy. Byly zavedeny platformy jako Roche 454, lon Torrent,

ABI/SOLId a dalsi. [52]
Roche 454

Tato metoda byla zavedena na trh v roce 2005 firmou Roche. Metoda je zalozena
na principu pyrosekvenovani, tedy na detekci uvolnéného pyrofosfatu. Na zac¢atku musi byt
templatova DNA fragmentovana a nasledné zachycena na mikrokulicku pomoci tzv. emulzni
polymerazové fetézové reakce. Takto pripravené kulicky jsou nasledné vlozeny do specialni
pikotitracni desticky s jamkami. Do kazdé jamky je vlozena vzdy jedna mikrokulicka.
Nésledné je do kazd¢ jamky ptfidéna dal$i kulicka obsahujici enzymy nezbytné pro
sekvenovani. Témito enzymy jsou DNA-polymeraza, luciferdza, sulfuryldza a dalsi.
Pikotitra¢ni desticka je nasledné zaplavena stavebnimi nukleotidy. Tim se spusti reakce
s uvolnovanim pyrofosfatu, bcéhem zacleiiovani jednotlivych nukleotidd. Pomoci
specialniho detekcniho systému je nésledné detekovan signal, ktery vypovida o poctu a typu

zaClenénych nukleotidi. [52, 53, 54]
Ion Torrent

V roce 2010 firma Life Technologies pfinesla na trh novou metodou zvanou Ion
Torrent. Jedna se o metodu podobnou vyse zminéné Roche 454, s rozdilem Ze metoda Ion
Torrent nevyuzivd zadnych fluorescencné znacCenych nukleotidi. Metoda funguje
na principu detekce uvolnovani vodikovych iontd béhem procesu sekvenace.
Tato technologie vyuZzivd polovodicovych ¢&ipd, které obsahuji na svém povrchu
mikrojamky, ve kterych jsou mikrokulicky s navazanymi fragmenty DNA. Bé&hem
zaClenovani nukleotidi na kulicku dojde k uvolnéni vodikového iontu, tim dochdzi
k zménam pH okolniho roztoku. Tato zména pH je detekovana pomoci detekéniho systému,
ktery je pfipojen ke dnu mikrojamky a naméfeny signal je pfeveden na napé&ti. Hodnota

tohoto napéti je poté umérna poctu zaclenénych nukleotidi. [52, 53]
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3.8.3 Sekvenovani tieti generace (Sekvenovani nové generace — NGS)

Tieti generace je zaloZena na paralelnim procesu sekvenovani s vysokou
diskrimina¢ni hodnotou, pii kterém je sekvenovano soucasné tisice az miliony sekvenci.
NGS nalezla uplatnéni hned v nékolika klinickych oborech. V mikrobiologii se naptiklad
zaslouzila o diferenciaci riznych kmenti mikroorganismii véetné moznosti detekce narocné
kultivovatelnych organismt. Tieti generace se piedevSim zaslouzila o snizeni nakladl
pro sekvenovani, dale byla sniZzena naro¢nost piipravy vzorkd pro samotnou analyzu

a v neposledni fadé€ bez nutnosti vyuziti PCR amplifikace. [49, 50, 52, 55, 56]

Tllumina

WV

Tato metoda byla vyvinuta firmou Solexa, ktera byla v pozdéjsich letech odkoupena
firmou Illumina. Princip metody spociva v sekvenaci syntézou fetétci DNA. Samotnou
sekvenaci ptedchédzi nutnost nafragmentovani vySetfované DNA, ke které jsou ndsledné
pomoci enzymil pfichyceny tzv. adaptérové sekvence. Poté jsou takto oznacené fragmenty
amplifikovany pomoci mistkové PCR reakce. Béhem tohoto kroku dochézi k ohybu
fragmentl, a vznikaji tzv. mustky. Poté nasleduje samotné sekvenovani, a to za vyuziti
tzv. reverzibilnich terminatort, ve kterych jsou fluorescencnim barvivem znacené
nukleotidy, dale primery a DNA polymeraza. V poslednim kroku jsou fluorescencné znacené
nasyntetizované fragmenty pomoci laserového systému excitovany ¢imz vznika svételny
signal, ktery je originalni pro jednotlivé typy nukleotidi. Pomoci detekéniho systému jsou

tyto signaly pfevedeny do nukleotidove sekvence. [52, 54, 57]
Pacific Biosystems (PacBio)

V procesu modernizace vznikla novd metoda od americké spole€nosti Pacific
Biosciences, ktera pfinesla novou perspektivu v sekvenac¢nich technikach. Principem této
patentované technologie je jednomolekularni sekvenovani v redlném case tzv. SMRT
(z anglického nazvu Single-Molecule Real-Time Sequencing). Samotna analyza spoc¢iva
v pfidani vySetfované DNA do jamek (jeden usek DNA na jednu jamku), ve kterych je
navazan enzym — DNA polymerdza. Pfi nasledné syntéze fetézce se pouzivaji Ctyii
fluorescenéné znacené nukleotidy, které bcéhem zaclenovani do fetézce uvoliuji
fluorescen¢ni barvivo a emituji svételny signal. Tento signal je za pomoci detekéniho

systému detekovan. [53, 57, 58]
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3.8.4 Vyuziti sekvenovani v mikrobiologii

Hlavnim tukolem vSech mikrobiologickych laboratofi je rychla, 1cinna,
ale ptfedevsim piesna identifikace mikroorganismu. Diky molekularné-genetickym metodam
doslo jesteé rychleji k implementaci vysledkt. Mezi molekularni metody patii polymerazové
fetézové reakce, diky niz jsme schopni identifikovat geny, jako jsou naptiklad 16S a 18S.
Tyto geny jsou Siroce vyuzivané pro detekci bakterii a hub, a to ve spojeni technik PCR se
sekvenatnimi metodami. Nejcastéji pro tuto diagnostiku je vyuzivano Sangerovo

sekvenovani. [59]

Sangerovo sekvenovani je doporucovano diky relativn€¢ nizkym nakladim,
ale i pomérné rychlému provedeni. Uréeni samotného mikroorganismu v co nejkrat§$im
mozném case je velmi klicové pro pacienty s vysoce rizikovymi faktory, co se tyce
bakteridlnich nebo mykotickych infekci. Sekvenovani genu 16S je zejména vyhodné
pro diagnostiku neobvyklych bakterii, které jsou obtizn¢ kultivovatelné. Diky tomuto
specifickému genu je mozné identifikovat bakterie na irovni bakteridlnich rodu a ptipadné

1 v ramci druhil. Naopak sekvenovani genu 18S je vyuZivano pro diagnostiku hub. [59, 60]

Velké uplatnéni sekvenaci ptfinesla metoda WGS predevsim pro epidemiologii,
at’ pro kontrolu laboratorni kiizové kontaminace nebo pro zkoumani pienosovych cest
patogend, tak i pro vySetfovani ohnisek epidemii. Pii dostate¢né reprezentativnim vzorku je
mozZné az zrekonstruovat pfenosové cesty napiiklad mezi zdravotnickymi zafizenimi,
nemocni¢nimi oddélenimi a v nékterych ptipadech dokonce cestu patogenu z pacienta
na pacienta. Tim se nepochybné WGS projevila jako kone¢ny zdroj informaci o patogenech

a do budoucna jisté nenahraditelnym. [61, 62]

Dale pak mohou byt bakteridlni genomy pouZity jako cilové zdroje pro molekularni
identifikaci a genotypizaci. Porovnani dat z nékterych databazi mohou poskytnout informace
o specifickych genotypovych znacich — jako jsou markery pro virulenci, antibiotickou
rezistenci nebo dokonce metabolické drahy, které mohou pomoci pro navrzeni novych
a vylepSenych kultivacnich médii nebo novych antibiotik. Dal§im vyuZitim sekvenovani
je detekce antigennich epitopt, které mohou byt nasledné pouzity pro sérologicka stanoveni,

vyvoj monoklondlnich protilatek ¢i dokonce pro vyvoj vakein. [62, 63]
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PRAKTICKA CAST

4 CIL A UKOLY PRACE

4.1 Hlavni cil

Cilem této bakalatské prace je aplikovat teoretické poznatky o molekularné-genetickych

metodach pfi laboratorni diagnostice Chlamydia trachomatis pomoci metody RT-PCR.

4.2 Dilci cile

1. Seznameni se s metodami vyuzivanymi pro zachyt Chlamydia trachomatis v klinické
praxi.

2. Provedeni vySetieni Ch. trachomatis metodou RT-PCR.

3. Statistické zhodnoceni epidemiologickych dat Chlamydia trachomatis ve FN Plzen
za obdobi 2021-2022.
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5 CHLAMYDIA TRACHOMATIS

5.1 Teoreticky podklad

Chlamydie jsou zvlastnim druhem bakterii. Systematicky je fadime do celedi
Chlamydiaceae, kdy tato cCeled rovnéz zahrnuje dva rody, a to rod Chlamydia
a Chlamydophila. Rod Chlamydia poté zahrnuje nékolik druhi, které jsou v pfevazné mire
patogenni pro ¢lovéka, jedna se zejména o druhy Chlamydia trachomatis a Chlamydia suis.
Vyjimkou je Chlamydia muridarum, ktera zpisobuje pneumonie u mysi. Druhym zminénym
rodem je Chlamydophila. Piedstavitelé tohoto rodu jsou naopak ptevazné zoopatogenni,
jedna se naptiklad o druhy Chlamydophila abortus, Chlamydophila felis, nebo
Chlamydophila pecorum. Opét je zde vyjimka, kdy Chlamydophila psittaci a Chlamydophila

pneumoniae mohou vyvolat onemocnéni i u lidi. [64, 65]

Zvlastnost téchto bakterii je dana tim, ze se jedna o intracelularni bakterie, obdobné
jako viry, kdy jsou tedy zavislé na hostitelské bunice. Jako vétSina bakterii jsou schopny
makromolekuldrnich pfemén, dokazi se mmnozit a rast, problém ovSem nastava
v energetickém metabolismu. Chlamydie nemaji vlastni systém pro tvorbu ATP, proto jsou
zavislé na hostitelskych buiikach, od kterych piebiraji energii. Jsou oznacovany
jako tzv. energeticti parazité. DalSi zvlaStnosti chlamydii je jejich podobnost
s gramnegativnimi bakteriemi ve stavbé bunééné stény. Rozdil je v obsahu kyseliny
muramové, kdy chlamydiim tato kyselina schézi, a také obsahuji vé&t§si mnoZstvi lipida.

[64, 65, 66]

Jednim z nejcastéjSich sexualné prenosnych agens je pravé Chlamydia trachomatis.
Chlamydiové infekce se ve velké mite projevuji fadou onemocnéni. Ch. trachomatis obecné
vyvolava infekce urogenitalniho traktu s ndslednymi poruchami plodnosti. Déle je plivodce
trachomu, zanéth spojivek (konjunktivitid), zanéti konecniku (proktitid), zanéth hltanu

(faryngitid), artritid a dalSich. [65, 67]

Izolaty Chamydia trachomatis je mozné rozlisit na nékolik sérotypt, které zptisobuji
rizna onemocnéni. Sérotypy A, B a C jsou spojovany praveé se vznikem trachomu, sérotypy
L1, L2 a L3 jsou zodpovédné za vyskyt onemocnéni lymphogranuloma venereum. DalSimi
sérotypy jsou D-K, které jsou nejrozsitenéjsi v sexudlné aktivnim obdobi, a zptisobuji tedy

urogenitalni a ocni infekce. [64, 65, 66]
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5.2 MozZnosti diagnostiky

Metody vyuzivané pro diagnostiku chlamydii je mozné obecné rozdé€lit na metody
pfimého a nepiimého prikazu. U pfimého prikazu je mozné provést kultivaci, kterd je
moznd jen na tkanovych piidach, jako je napiiklad McCoy ptida. Mezi dalsi metody pifimého
prikazu patifi enyzmoimunoanalyza (ELISA) — detekce rodové specifického antigenu
chlamydii, mikroimunofluorescence (MIF) a samotny pritkaz DNA pomoci PCR nebo jinych
molekularné-genetickych metod. U neptimého priikkazu chlamydii je mozné vyuzit metody,
které jsou zalozeny na principu detekce protildtek a zahrnuji metody jako jsou

komplement-fixacni reakce, MIF, western blotting a metody ELISA. [64, 67, 68]

5.3 Diagnostika ve FN Plzen

Fakultni nemocnice v Plzni nabizi vice moznosti pro diagnostiku infekce zptisobenou
Chlamydia trachomatis. Pro bakalaiskou praci byla zvolena metoda RT-PCR na Ustavu

mikrobiologie. Prakticka ¢ast probihala pod dohledem proskoleného personalu.

Pro RT-PCR diagnostiku Ch. trachomatis jsou do FN Plzen zasilany nejriznéjsi
materidly — zejména se jedna o vytéry z urogenitalniho traktu, rekta, nebo oka. Dale je pak
mozné pro diagnostiku pouzit vzorky moce, punktaty, likvor ¢i ejakulat. Ve FN Plzeil neni
diagnostika Chlamydia trachomatis provadéna kazdy den, ale je stanovovana dvakrat
v tydnu, a to v utery a ve Ctvrtek, po nashroméazdéni dostatecného mnozstvi pacientskych
vzorkll. Pfed samotnou analyzou jsou vzorky uloZeny do hluboko mraziciho boxu s teplotou
-20 °C. Timto zpusobem jsou uskladnény také diagnostické sety pro zachovani stability

po cely €as expiracni doby, a jsou rozmrazovany az pred vlastnim pouzitim.

V den konani praktické ¢asti bylo nashromazdéno celkem 16 pacientskych vzorkd,
materidlové se jednalo o vytéry. Materialy byly z mraziciho boxu vytazeny den pfedem
pro pozvolné rozmrzani. Samotna diagnosticka ¢ast se poté skladala ze dvou etap — izolace

bakterialni DNA a ptipravy MasterMixu pro RT-PCR.

Nejprve je nutno izolovat bakteridlni DNA — k tomu bylo vyuZzito automatického
izolatoru SaMag-12 od spolecnosti Sacace Biotechnologies (Italie). VySetfované vzorky je
nejprve nutné setadit podle pfifazenych laboratornich ¢isel, dle je nutné provést kontrolu
zadanky, co se tyCe identifikace pacienta a samotného materidlu. Takto piekontrolované
a sefazené vzorky je nutné zvortexovat, aby se co nejvice odebraného materidlu uvolnilo

z vytérové Stéticky do média, které bude dale zpracovavano. Piiprava vzorku probiha dale
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v laminarnim boxu za sterilnich podminek. Nejprve jsou pfipraveny zkumavky Eppendorf
o objemu 1,5 ml, dale jsou ptipraveny zkumavky, které se vkladaji do izolatoru SaMag-12.
Oba typy zkumavek jsou soucasti dodavaného diagnostického setu od vyrobce.
Do zkumavek Eppendorf je pomoci sterilnich pipetek prepipetovano ptiblizné 1 ml daného
materidlu z ptivodni vytérové zkumavky. Nésledn€ je zapotiebi pomoci pipety se Spickami

s filtrem pfenést ze zkumavky 200 pl vzorku do izola¢ni zkumavky SaMag.

Od tohoto kroku probiha izolace jiz ve stroji. Nejprve je nutné pfipravit samotny
izolator. V izolatoru jsou na pfislusné pozice rozmistény reakcni kazety, které jsou
od vyrobce komercné dodany, dale pak stojanek s pripravenymi vzorky. Nasledn¢€ je mozné
izolaci naprogramovat. Po inicializaci se v menu otevie programovani, pomoci ¢tecky se
nacte ¢arovy kod s identifikaci izolacniho setu, v druhém kroku je nacitdn ¢arovy kod
s informaci o objemu vzorku a v poslednim kroku se nacitd kéd s informaci, jaké mnozstvi
DNA ma byt izolovano. Takto pfipraveny izolator je mozné spustit, kdy ptiblizné€ v prvnich
2 minutdch dochazi k jeho nahtéati na pozadovanou teplotu, a poté je ihned spusténa izolace.

Samotny proces izolace poté trva pfiblizn¢ hodinu.

Druhou ¢asti je ptiprava MasterMixu pro RT-PCR. K tomu je ve FN Plzen vyuzivan
reakéni set Chlamydia trachomatis od firmy Clonit (Italie). MaterMix je pfipraven
smichanim 210 pl ampifikaéntho mMixu a 126 ul Ch. trachomatis Mixu se sondami.
Pii takto zvoleném mnozstvi je mozné z mixu stanovit az 16 vzorkt. Poté nasleduje smichéani
vzorku s pfipravenym MasterMixem do specialnich cyclerovych zkumavek, v poméru 20 pl
MasterMixu a 5 pl izolované DNA. Nakonec jsou takto pfipravené vzorky vloZeny do PCR
cycleru — Mic qPCR (BioMolecular Systems, Australie), a je provedeno naprogramovani
a zahajeni RT-PCR reakce. Analyza trva pfiblizn€ 1 hodinu a 45 minut. Po skonceni pfichazi
kvalifikovany pracovnik, ktery samotnou reakci odecita a zapisuje vysledek do laboratorniho
systétmu. Takto zadany vysledek je mozné poté odeslat zaddvajicimu I¢kati — odesila

atestovany lékar nebo jiny odborny pracovnik v laboratornich metodach.
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6 STATISTICKE ZPRACOVANI DAT INCIDENCE
CHLAMYDIA TRACHOMATIS V LETECH 2021-2022 VE
FN PLZEN

V této Casti bakalafské prace jsou statisticky zpracovany data incidence Chlamydia

trachomatis ve Fakultni nemocnici Plzen v nékolika kritériich.

V nasledujicim grafu je znazornéna mira pozitivity a negativity u vSech
vySetfovanych pacientil na ptitomnost bakterie Chlamydia trachomatis. Testovani byli Zeny,
muzi i déti. Celkem bylo za rok 2021 testovano 1683 pacientd, z ¢ehoz bylo pozitivnich 156
pacientd a 1527 pacientli bylo negativnich. V roce 2022 bylo testovano o n¢kolik pacientl
méné, celkovy pocet ¢inil 1426 testovanych pacienti celkem. Z tohoto poctu bylo
pozitivnich pouze 126 pacienti a 1300 pacienti bylo hodnoceno jako negativni.
V nésledujicim Grafu 1 je pfehledné zobrazen pomér mezi pozitivnimi a negativnimi

pacienty za obdobi 2021 a 2022.

Graf 1 Podil pozitivnich a negativnich vysledkt detekce Ch. trachomatis zarok 2021 a 2022
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Vysledky testovani ukazaly, ze ve velké pfevaze jsou negativni vysledky nad
vysledky pozitivnimi. Déle byl pozorovan mirny pokles poctu vysetfovanych osob béhem

roku 2022, na ¢emz mohlo mit dopad obdobi pandemie COVIDEM-19.

50



Déle bylo zhodnoceno, jaké materialy dorazily na Ustav mikrobiologie k detekci
pritomnosti DNA Ch. trachomatis. Materialy byly rozdéleny dle pohlavi, a data zpracovana
do tabulek a grafi.

U muzské populace byly nejcastéji zasilany materidly odebrané z uretry, druhym
nejcastéjSim materidlem byl vytér z oka, ostatni materidl byl zasilan ojedinéle (Tabulka 1,
Graf 2).

Tabulka 1 Testované materialy muzské populace za obdobi 2021-2022

Graf 2 Testované materialy muzské populace za obdobi 2021-2022

= Vytér - Uretra = Vytér-Oko = Ostatni

Pozndmka Grafu 2: Materidl, ktery prichazel ojedinéle, byl zarazen do kategorie ostatni pro lepsi

grafické znazorneni.
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U zenské populace bylo nejvice provedeno vytérd z hrdla d€lozniho, druhym
nejCastéjSim zasilanym materidlem byl vytér z uretry, dale vytér z pochvy a oka. Jiné

materidly pfichazely ojedinéle (Tabulka 2, Graf 3).

Tabulka 2 Testované materidly od zenské populace za obdobi 2021-2022

Graf 3 Testované matrialy od Zenské populace za obdobi 2021-2022

o\

= Vytér- Hrdlo = Vytér - Uretra = Vytér-Pochva mVytér-Oko = Ostatni

Poznamka Grafu 3: Materidl, ktery prichazel ojedinéle, byl pro lepsi grafické zndzornéni zarazen
do kategorie ostatni
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V nasledujicim statistickém Setfeni byl bran ohled na samotné diagnézy pacienti
s podezienim na infekci zplsobenou Chlamydia trachomatis. U pacientl bylo celkem
zachyceno 135 riznych diagnoz. Viibec nejCastéjsi diagndzou byla nespecificka uretritida,
¢imz se 1 potvrdilo z teoretickych poznatkt, ze chlamydie nejcastéji vyvolavaji urogenitalni
infekce. Déle byli pacienti ve vysokém poctu diagnostikovani pro cystitidu, panevni a
perinedlni bolesti nebo v ptipad¢ Zen pro stavy spojené s téhotenstvim. V nasledujicim
Grafu 4 jsou piehledné shrnuty nejcastéjsi diagnozy. Pro grafickou ptehlednost byly

ojedinél¢ diagndzy a diagndzy s nizSim poctem pacientli zarazeny do kategorie ostatni.
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Graf 4 Nejcastejsi diagnozy pacientl s podezienim na infekei zpisobenou Ch. trachomatis

= Ostatni

= Nespecificka uretritida

= Cystitida NS

= Panevni a perinealni bolest

= Dohled nad téhotenstvim s jinou nepfiznivou reprodukéni porodnickou anamnézou
= Infekce mocového Ustroji neurcené lokalizace

= Stavy spojené s téhotenstvim NS

= Kontakt s infekcemi s prevazné sexualnim zplsobem prenosu a expozice

= Pohlavnim stykem prendsené nemoci

= Jind chlamydiova onemocnéni prendsena pohlavnim stykem, v jinych lokalizacich
= Akutni zanét pochvy — vaginitis acuta (colpitis)

= Jiné uréené zanéty pochvy a vulvy

= Mukopurulentni konjunktivitida

= Pfedcasna porodni ¢innost bez porodu

= Akutni konjunktivitida atopickd

Dohled nad normalnim téhotenstvim NS

54



Jednim z dalSich zajimavych kritérii je porovnani incidence Chlamydia trachomatis
v pribéhu rocnich obdobi za roky 2021 a 2022. V nasledujicim Grafu 5 jsou znazornény

pocty pozitivnich ptipadll za jednotlivé mésice v letech 2021 a 2022.

Graf 5 Porovnani pozitivnich zachytt Ch. trachomatis naptic lety 2021 a 2022
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Béhem obou let bylo zachyceno celkem 282 pozitivnich vzorkl. V roce 2021 byl
nejvetsi zachyt v mésicich duben, kvéten a cerven. Naopak nejmensi zachyt byl pozorovan
v Cervnu a prosinci. V roce 2022 byl zachycen nejvétsi vyskyt v mésici fijen, nejmensi byl

pak v srpnu.
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Poslednim hodnoticim kritériem byl ptijem vzorkil z jednotlivych oddéleni Fakultni
nemocnice v Plzni. V Tabulce 3 je pfehledné shrnuto, z jakého oddé€leni byl material piijat

a jaky byl celkovy pocet.

Tabulka 3 Ptehled jednotlivych oddé€leni s celkovym poctem piijatych vzorkl

777 519 1296
467 | 452 919
289 319 608
101 77 178
18 9 27
16 29 45
6 6 12
3 7 10
2 3 5
1 0 1
1 0 1
1 0 1
0 2 2
0 1 1
0 1 1
0 1 1

Pro lepsi grafické srovnani ptijatého materidlu za sledované obdobi byl vytvoien
nasledujici Graf 6. V grafu jsou uvedeny oddéleni a kliniky s nejvét§im poctem zaslaného
materidlu. Kategorie ostatni zahrnuje pracovisté, kterd zasilala material ojedinéle. Data

z Grafu 6 vychazi z Tabulky 3.
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Graf 6 Pichled jednotlivych oddéleni s pocty piijatych materialti za obdobi 2021-2022
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Legenda Grafu 6:

GPK ... Gynekologicko-porodnicka klinika
DER-VEN ... Dermatovenerologicka klinika
UROL ... Urologicka klinika

Ocni ... Ocni klinika

NEO ... Neonatologické oddéleni

INF ... Infekcni klinika

Ostatni ... zahrnuje kliniky a oddéleni s ojedinélym zaslanim vzorkii (kompletni data viz Tabulka 3)

Prevaznd vétSina pfijatych materiald byla zasldna z gynekologicko-porodnické

kliniky, kde celkovy pocet €inil 1296, coz byla téméf polovina zaslanych materidlli za roky

2021 a 2022. Déle bylo nejvice materiali pfijato z dermatovenerologického oddéleni

a urologické kliniky. Z ostatnich oddélenich a klinik materidl ptichdzel ojedinéle.
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DISKUZE

Cilem mé prace bylo zpracovat teorii riznych molekularné-genetickych metod, které
je mozné vyuzivat v klinické mikrobiologii. V praktické ¢asti se vénuji laboratorni
diagnostice bakterie Chlamydia trachomatis vybranou metodou, kterou byla Real-Time

PCR.

Prvnim cilem praktické casti bylo sezndmeni s moZznostmi diagnostiky
Ch. trachomatis v klinické praxi ve FN Plzenl. Nejprve jsem byl sezndmen s prostory
laboratofi, jejich vybavenim a nasledn¢€ jsme pfistoupili k diagnostickym setim a dale

teoretickym podkladim a vlastni laboratorni praci.

Druhym cilem prace bylo provedeni samotné laboratorni diagnostiky
Ch. trachomatis za vyuziti Real-Time PCR. Zde jsem postupoval dle oficidlnich manuala
pro piipravu vzorku s pomoci a instruktdzi personilu. V den kondni bylo celkem
analyzovano 16 vzorki, kdy se jednalo pouze o vytéry z urogenitalniho traktu. Pfestoze jsme
vyuzili automatického izolatoru SaMag-12, byl jsem dale seznamen i s moznosti manualni

izolace materialu.

Poslednim cilem prace bylo statistické zpracovani vysledkii klinickych materialti
zasilanych pro podezieni na ptfitomnost bakterie Chlamydia trachomatis ve FN Plzen. Zde
bylo zjisténo, Ze v letech 2021 a 2022 bylo celkem vySetfeno 3109 pacientd. V naprosté
prevaze se jednalo o negativni vysledky s celkovym poctem 2827, témét 91%. Pouze 9%
(n= 282) materialli bylo hodnoceno jako pozitivni. Vysledky tohoto poméru mé mile
ptekvapily, protoZe v riznych publikacich je pséno, Ze je celosvétové pomérné vysoky

zachyt Chlamydia trachomatis.

V Ceské republice nejsou zndmé piesné udaje o ,,promofenosti populace
chlamydiovymi infekcemi. To miize byt zpiisobeno napiiklad tim, Ze v nékterych zemich,
ptikladem USA, bylo zavedeno doporueni pro screening na piitomnost Chlamydia
trachomatis. Hunatova Nela [69] se ve své bakalarské praci zmifluje, Ze vysSi pocet
pozitivnich zachytl ptitomnosti Ch. trachomatis je u nds zaznamenavan zejména u muZzu.
Stejné zavery vyplynuly 1 znaSi analyzy, kdy ve sledovaném obdobi bylo pozitivnich

166 muzi, a jen 116 Zen.

Co se tyCe sezdnnosti vyskytu infekci zptisobenych Ch. trachomatis nelze piesné

fici, Ze by se onemocnéni vyskytovalo napiiklad spiSe v letnich obdobich, ale vyskytuje se
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celorocné. V roce 2021 byl pozorovan nejvyssi vyskyt v dubnu, srpnu a fijnu. Naopak
nejmensi zachytnost byla v cervnu. V roce 2022 byl nejvétsi zachyt v fijnu a nejmensi
v srpnu. Nejvice materialu zasilala gynekologicko-porodnicka klinika s celkovym poctem

1296. Déle material ¢asto pochazel z dermatovenerologické a urologické kliniky.

Dle ¢lanku od MUDr. Hynka Hefmana [65] neni nutni celoplosné testovani
na pritomnost Chlamydia trachomatis u t€¢hotnych Zen, osobné si ale myslim, Ze testovani
by mélo byt zcela rutinni vzhledem k onemocnénim, které tento patogen vyvolava. A dale
také kvuli skutenosti publikované zahranic¢ni studii od Sethi et al. [70], ze které vyplyva,
ze chlamydiové infekce ve vétSin€ pripadl u zen probihaji zcela asymptomaticky. Doktor
Hefman [65] se ddle zmifuje o pomérné¢ alarmujici skutecnosti, kdy je zaznamenavana vyssi
mortalita novorozenci u pozitivné testovanych matek. Z naseho statistického Setfeni
vyplynulo, Ze pouze jedna pozitivni matka byla hospitalizovdna pro netplny potrat. Co se
ty€e samotnych novorozenci, bylo jich diagnostikovdno pozitivnich pouze 12, pfevazné
v souvislosti s porodni hmotnosti nebo konjunktivitidou. To vyvratilo tvrzeni o vyssi

mortalité novorozencu.

Zavérem diskuze bych chtél podotknout, ze onemocnéni chlamydiemi neni mozné
brat na lehkou vahu. Onemocnéni, kterd vyvolavaji, jsou vazna a mohou ovlivnit jedince na
cely Zivot. Piestoze jsme soucasti vyspélych civilizaci, jsou chlamydie stale, a troufdm si

1 fici, 1 do budoucnosti celosvétovym problémem.
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ZAVER
Tato bakalarska prace s nazvem ,,Vyuziti molekularné-genetickych metod v klinické

mikrobiologii je rozdélena na teoretickou a praktickou Cast.

V teoretické ¢asti jsou podany informace o laboratornich metodéach, které jsou
nejcastéji vyuzivané v klinické mikrobiologii. Na zacatku prace jsou zminéné zpiisoby,
jak zpracovat vzorek pro izolaci nukleovych kyselin. Dtiraz se kladl pfedevsim na kapitolu
o metodach polymerazové tetézové reakce (PCR) a jejich nékterych modifikacich, dale zde
nalezneme techniky jako jsou hybridizace ¢i sekvenovani. Ke v§em vénovanym metodam

v této praci je rovnéz sepsano i jejich vyuziti.

V praktické ¢ast jsem se vénoval laboratorni diagnostice sexudln¢ pienosného
patogenu, ¢imZ byla Chlamydia trachomatis. Déale v této casti muizeme naleznout
zpracovanou statistiku sledovaného souboru. Ptestoze vysledky ze statistiky neputsobi,
ze vyskyt této bakterie byl pfili§ vysoky, musime brat v potaz, ze se jednalo jen o vysledky
z Fakultni nemocnice Plzen. Je duilezité zminit, Ze onemocnéni timto patogenem je stale

v soucasnosti celosveétovy problém, ktery je potieba i nadéle fesit.

Diky sepsani této bakaldiské prace, se mi rozsifili pfedevSim teoretické,
ale 1 praktické znalosti a dovednosti. V budoucnosti by tato bakalatska prace mohla byt ku

prospéchu novym zdravotnim laborantim k pochopeni zminénych metod.
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