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Abstrakt

Radoslava GogolPova: VyuzZitie molekularno-biologickych metod v diagnostike

pneumokokovych infekcii.
Slovenska zdravotnicka univerzita. Fakulta zdravotnictva so sidlom v Banskej Bystrici.

Bakalarska praca, 46 stran, 2017

Cielom bakalarskej prace je spracovat poznatky o baktérii Streptococcus
pneumoniae a molekularno-biologickych metdodach pouzivanych pri  diagnostike
pneumokokovych infekcii, na €o je praca zamerana v teoretickej Casti. V tejto Casti st
popisané zdkladné charakteristiky pneumokoka ako morfolégia a antigénna Struktura..
Okrem toho sa praca venuje aj ochoreniam, ktoré S. pneumoniae spdsobuje, ich
patogenéze, epidemioldgii, terapii a prevencii. Teoreticka Cast’ je taktiezZ zamerand na popis
niektorych genetickych vlastnosti a na laboratornu diagnostiku so zameranim na
molekularno-biologické metody.

V praktickej Casti sa praca venuje opakovanému stanoveniu sérotypu 10 vzoriek,
ktoré bolo vykonané multiplexnou PCR (polymerazova retazovd reakcia). Povodné
stanovenie v Narodnom referen¢nom centre pre pneumokokové a hemofilové ndkazy bolo
prevedené¢ pomocou sérologickych metdd. Praca hodnoti vyuzitie multiplexnej PCR
v ramci diagnostiky a sérotypizacie S. pneumoniae a porovnava moderné molekularno-

biologické metody diagnostiky s klasickymi sérologickymi metodami.

KPucové slova: Streptococcus pneumoniae, sérotypizacia, diagnostika, PCR, multiplexna
PCR



Abstract

Radoslava Gogolova: The use of molecular-biological methods in pneumococcal

infections diagnostics.
Slovak Medical University. Faculty of Health in Banska Bystrica.

Bachelor’s Thesis, 46 pages, 2017

The bachelor’s thesis is aimed at processing knowledge of the bacterium
Streptococcus pneumoniae and of application of molecular-biological methods to
pneumococcal infections diagnostics. These topics are addressed in the theoretical section
of the thesis that also describes fundamental characteristics of pneumococcus, e.g.
morphology and antigen structure. Moreover, the thesis also deals with diseases caused by
S. pneumoniae, their pathogenesis, epidemiology, therapy and prevention. Theoretical
section also deals with the description of some genetic features and laboratory diagnostics,
focused on molecular—biological methods.

Practical section of the thesis is dedicated to repeated determination of serotype of
10 samples, performed by multiplex PCR (polymerase chain reaction). Originally, the
serotype was determined at the National Reference Center of Pneumococcal and
Hemophiliac Infections with serological methods. The thesis provides evaluation of the
multiplex PCR application within S. pneumoniae diagnostics and serotyping, and also
compares advanced molecular-biological diagnostic methods with classical serology

methods.

Keywords: Streptococcus pneumoniae, serotyping, diagnostics, PCR, multiplex PCR
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Zoznam skratiek

ATB — antibiotika

bp — bazové pary

dsDNA — dvojvlaknova DNA

HIV — Human Immunodeficiency Virus

IPO — invazivne pneumokokové ochorenia

MIC — minimalna inhibi¢na koncentracia

MLST — Multilocus Sequence Typing analysis

MLVA — Multiple-Locus Variable number tandem repeat Analysis
MPCR — multiplexna polymerazova retazova reakcia

NRC — Nérodné referencné centrum pre pneumokokové a hemofilové ndkazy
PCR — polymerase chain reaction

PFGE — Pulsed-Fiel Gel Electrophoresis typing

SSDNA — jednovldknovd DNA

WGS — Whole Genome Sequencing

WHO — World Health Oragnization



1. Uvod

Streptococcus pneumoniae je grampozitivny nepohyblivy kok. Vyskytuje sa
Vv dvojiciach alebo kratkych retiazkach zlozenych z dvojic kokov. Dvojice obklopuje Siroké
puzdro. Je to fakultativne anaerobna baktéria, ktora rastie na obohatenych a dostatocne
vlhkych podach. Typickd pre rast pneumokokov na krvnom agare je alfa-hemolyza
(Votava, 2003).

Pneumokoky su v nevirulentnej forme sucastou mikrofléry hornych dychacich
ciest. Priblizne 10 — 30 % dospelych st nosi¢mi pneumokokov na sliznici nosohltanu
amandli. Zaroven vsak S. pneumoniae moéze vystupovat ako vyznamny oportinny
bakteridlny patogén. Spdsobuje neinvazivne ochorenia, ako napr. komunitnd pneumonia,
otitis media, sinusitida a konjuktivitida, a invazivne ochorenia, ako napr. meningitida,
sepsa apneumonia s bakteriémiou. Virulentné kmene vytvdraji na svojom povrchu
polysacharidové puzdro, ktoré je hlavnym faktorom virulencie. Na zaklade stavby
puzdrového antigénu rozoznavame viac ako 90 sérotypov pneumokokov. Zo vsetkych len
priblizne 20 vyvolava IPO (Kompanikova a kol., 2013).

Pneumokokové ochorenia predstavuju celosvetovy zdravotnicky problém. Podla
WHO roc¢ne zomrie na pneumokokové ochorenia hornych dychacich ciest 2,6 miliona deti
vo veku do jedného roka. Aj napriek tomu, Ze pneumokokové ochorenia su preventabilné
ockovanim, patria medzi hlavné pri¢iny morbidity a mortality na svete (Mad’ar, 2004).

Na Slovensku je zavedené povinné plosné ockovanie 13-valentnou alebo 10-
valentnou pneumokokovou konjugovanou vakcinou. Do ockovacieho kalendara bolo
pridané v roku 2009 a poskytuje ochranu proti najbeznejsie sa vyskytujucim invazivnym
pneumokokovym ochoreniam. Dostupna je aj 23-valentnd polysacharidova vakcina, ktorou
st ockovani dospeli a deti od 2 rokov.

Diagnostika baktérie S. pneumoniae je zalozena na kultivacii a mikroskopii. Na
odliSenie od ostatnych grampozitivnych baktérii sa pouzivaju testy ako napr. katalazovy
test, optochinovy test alebo rozpustnost’ v ZI¢i. K bezkultivaénému dokazu pneumokokov
sa vyuzivaju molekuldrno-biologické metédy. V Narodnom referencnom centre pre
pneumokokové a hemofilové nékazy je zavedend polymerazova ret'azova reakcia (PCR),
pomocou ktorej je mozné dokazat DNA S. pneumoniae priamo z biologického materialu.

NRC zabezpecuje aj nadstavbovu diagnostiku — sérotypizaciu. Ta je vykonévana
pomocou sérologickych a molekularno-biologickych metod. K sérologickym metédam

patria latexova aglutinacia a quellung reakcia. Molekularno-biologickou metodou, ktorti
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NRC vyuziva na sérotypizéciu je multiplexnd PCR (Bottkova a kol., 2013). Metéda mPCR
je technologicky naro¢nd, ale mé& vyhodu v moZznosti stanovenia sérotypu
nekultivovatelnych vzoriek. Multiplexna PCR prispela k zdokonaleniu sérotypizacie
pneumokokov. V stc¢asnosti sa na stanovenie sérotypu v NRC vyuzivaju sérologické

aj molekularno-biologické metody.
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2. Charakteristika Streptococcus pneumoniae

2.1 Morfologia

Streptococcus pneumoniae je grampozitivny kok ovalneho lancetovitého tvaru,
s velkost'ou v priemere 0,5 — 1,25 um. Na Obrazku 1 mézeme vidiet, Ze sa vyskytuje
najmd v dvojiciach alebo kratkych retiazkach pospajanych do zhlukov. Dvojice kokov
obklopuje nezafarbené puzdro. St nepohyblivé a nevytvaraju spory. Pneumokoky sa
rozmnozuju  extracelularne a dobre odolavaju fagocytéze za nepritomnosti protilatok

(Bednat, 1996; Beran, 2008; Kompanikova a kol., 2013; Votava a kol., 2003).
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Obrazok 1: Baktérie S. pneumoniae zafarbarbené Gramovym farbenim pod mikroskopom s 1000
nasobnym zvacsenim.

Zdroj: vlastny obrazok
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2.2 Antigénna Struktira

NajdolezitejSim antigénom pneumokoka je typovo Specificky kapsularny
polysacharidovy antigén. Je protektivny a vytvarajui sa proti nemu protilatky. Je Specificky
pre jednotlivé typy S. pneumoniae, na =zaklade ¢oho je umoznena sérotypizacia
pneumokokov. Na zaklade stavby kapsularneho antigénu rozoznavame viac ako 90
sérotypov pneumokokov (Bednaf, 1996; Beran, 2008; VVotava a kol., 2003).

Hlavnym faktorom virulencie S. pneumoniae je ich polysacharidové puzdro.
Opuzdrené kmene s vysoko virulentné, priCom kmene bez polysacharidového puzdra su
avirulentné a 'ahko fagocytovatelné. Opuzdreny pneumokok je po opsonizacii protilatkou
a komplementom fagocytovany. Niektoré kapsularne polysacharidy moézu aktivovat
komplement alternativnou cestou. Umozniuje to fagocytozu bez ucasti Specifickej
protilatky (Bednat, 1996; Votava a kol., 2003). Pneumokoky su vybavené niekolkymi
dolezitymi invazinmi, ktoré st zodpovedné za prienik do pluc, krvného obehu a tkaniv.
Patria sem enzymy hyaluronidaza a neuraminidaza. Ku invazinom patri aj pneumokokovy
povrchovy protein A, ktory brani odstraiiovaniu pneumokokov z krvného obehu. Vznik

zapalu podporuje autolyzin a pneumolyzin (Bednat, 1996; Votava a kol., 2003).

2.3 Epidemiologia

Zdrojom pneumokokovych infekcii je ¢lovek. Prameniom nakazy st chori a nosici.
Bezpriznakovych nosicov je v populacii 10 — 30 % zo zdravych dospelych. Kolonizacia
vacSinou pretrvava 2 - 4 tyzdne, po tomto obdobi méZe byt nahradend inym sérotypom.
Nosicéstvo je CastejSie u deti v predskolskom veku a v zimnych mesiacoch. Zdravi nosici
nevytvaraji proti pneumokokom protilatky, ale moézu byt zdrojom nédkazy (Bazovska
a kol., 2007; Beran, 2008). Nakaza sa §iri na vnimavych jedincov respiranymi sekrétmi
infikovanych os6b vzduchom pri kychani a kasl'ani. Kvapockova infekcia sa najCastejSie
prenasa pri uzkom styku v uzavretych kolektivoch, akym je napr. rodina, skolka, Skola,
domov doéchodcov atd. Ku prepuknutiu ochorenia dojde az ked baktérie prekonaju
prirodzenti ochrannu bariéru respiraéného traktu (Bazovska a kol., 2007; Beran, 2008;
Votava a kol., 2003).
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2.4 Patogenéza pneumokokovych ochoreni

Infekcie vyvolané baktériou S. pneumoniae predstavuju zavazny celosvetovy
verejnozdravotnicky problém. Postihuji najcastejSie kojencov adeti do 2 rokov
a dospelych starSich ako 55 rokov. Vyskyt jednotlivych typov ochoreni je odlisSny
vV rozvojovych arozvinutych krajinach, je ovplyvneny socidlnymi, ekonomickymi
podmienkami a geografickou polohou. Podla udajov WHO ro¢ne zomiera na
pneumokokové infekcie priblizne 1 milion deti. Pneumoénia zapricinila az 16 % zo
vSetkych umrti deti do 5 rokov. Pre vznik pneumokokovych ochoreni maju vyznam aj
rizikové faktory ako znizend imunita, ochorenia lymfatického systému, ochorenia pecene
aobliciek, obstrukénd choroba pltc, alkoholizmus a dekompenzovana cukrovka
(Bazovska a kol., 2007; Beran, 2008).

Ochorenia zapri¢inené¢ pneumokokmi sa delia na invazivne a neinvazivne. Medzi
neinvazivne pneumokokové ochorenia patria sem sinusitidy, otitidy, bronchitidy
a nebakteridlne pneumonie. Vznikaju pri preniknuti baktérie cez riasinkovy epitel sliznic
do sterilnych priestorov, kde vyvolaju zapal (Beran, 2008).

Akitny zapal stredného ucha (otitida) je vel'mi Castd bakteridlna infekcia a az 75
% deti ju prekonalo pred zacatim Skolskej dochadzky. Deti st nachylné k akatnemu zapalu
stredného ucha, pretoze Celia infekciam CastejSie ako dospeli a maju krat$iu Eustachovu
trubicu v porovnani s dospelymi. Hlavnou komplikaciou je prechod akttneho zapalu do
chronického zapalu stredného ucha (Beran, 2008; wwwl).

Zapal prinosovych dutin (sinusitida) je Castej$i u dospelych ako u deti. Zapal
vznik4 zvyCajne pocas virusovej infekcie alebo po alergickej reakcii. Patogénne baktérie
nasadaji sekunddrne na poSkodenu sliznicu, kde maju vhodné podmienky pre rast
a mnoZenie. Bakteridlny zapal moZze spdsobit’ upchatie dutin (www?2).

Pneuménia je jednym znajzavaZznejSich ochoreni dolnych dychacich ciest.
Postihuje vSetky vekové skupiny, no najCastejSie deti do 5 rokov a dospelych nad 65 rokov
(Beran, 2008). Mdze mat formu primarneho ochorenia alebo ako superinfekcia po
virusovej infekcii. S tymto suvisi zvysenie vyskytu pneumonii v obdobi epidémie chripky.
Riziko pneumonie je vySsie U vhimavych jedincov so zniZenou obranyschopnost'ou, u 0sdb
s poruchami imunity a s chronickymi ochoreniami, alkoholikov, faj¢iarov, alergikov a deti
s podvyzivou. Vyskyt pneumonii je podmieneny aj socidlnymi podmienkami
a geografickou polohou. Ako je znazornené na Obrazku 2, trpia fou najviac deti z

rozvojovych krajin. Letalita pneumonii sa udava na urovni 10 - 20 %. Dal$im Sirenim S.
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pneumoniae hematogénnou cestou dochadza k invazivnej forme pneumonie, ktora je zivot

ohrozujuca (Bazovska a kol. 2007, www3 ).

S
'VVskyt pneumaénii u

deti (0-5r.) roéne
<010

[ 0.11-0.20 1/

I 021-0.30 & g /Q
Q . [ 031-0.40 > &
b7 M 0.41-050 :

Obrazok 2 : Na obrazku st znazornené rozdiely vo vyskyte pneumonie u deti vo veku O - 5 rokov
Vv krajinach sveta. Vyskyt pneumoénie prevlada v rozvojovych krajinach. Viac ako polovica
pripadov pneuménii roéne je sustredena V tychto krajinach: India, Cina, Pakistan, Indonézia,
Bangladés a Nigéria.

Zdroj: wwwA

Sirenim  baktérie krvnym rie¢iskom dochadza k tazkym invazivnym
pneumokokovym ochoreniam (IPO). Vo viac ako 90 % ide o sepsu, v5 — 10 % ide
0 meningitidu a mala cast’ tvoria artritidy, perikarditidy, peritonitidy a iné (Mad’ar, 2004;
Olear a kol., 2014; Schindler, 2014).

Vyskyt invazivnych pneumokokovych ochoreni ovplyviiuje 5 zakladnych faktorov:
e vek (nad 50 rokov),
e rasa (vysSSia incidencia u afroameric¢anov),
e socioekonomicky status,
e virusové respiracné nakazy (pneumokokové ochorenia vacSinou ako sekundarne),
e sprievodné chronické ochorenie (kardiovaskuldrne ochorenia, cirhdza, diabetes

mellitus, renalne zlyhanie, HIV, transplantécia organov) (Mad’ar, 2004).
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S. pneumoniae patri k hlavaym pdvodcom meningitidy. Ochorenie Casto vedie
K amrtiu alebo zanecha trvalé nasledky, napr. paralyza, kice, straty sluchu alebo
motorického deficitu. Prognoza ochorenia zalezi od rychlosti urcenia diagnozy a spravne
zvolenej anajmd véas podanej liecby. Aby nedochadzalo k recidivam je dolezité
vyhl'adanie primarneho loziska baktérii. Letalita sa pohybuje od 30 % az po 80 %
u rizikovych osob (Mad’ar, 2004; Olear a kol., 2014).

2.5 Antibioticka rezistencia

S. pneumoniae bol vroku 1881 vyizolovany a identifikovany Pasteurom
a Sternbergom a v roku 1886 bol potvrdeny ako pri¢ina pneumonii. Dalsich 80 rokov bol
lieckom volby pri liecbe pneumokokovych ochoreni penicilin. Pneumokok patril do
skupiny mikrobov citlivych na vac¢sinu antibiotik (ATB), vratane penicilinu. V roku 1967
nastal prelom — bol prvykrat izolovany kmeni S. pneumoniae rezistentny na penicilin.
Postupne boli izolované kmene pneumokokov rezistentné nie len na antibiotika
penicilinového radu, ale aj na makrolidy, cefalosporiny, tetracykliny a chloramfenikol. Je
to patogén s rychlo sa Siriacou rezistenciou na antibiotika s podstatnymi geografickymi
rozdielmi. Slovensko sa zarad’uje medzi krajiny svySSou incidenciou kmenov

rezistentnych na ATB (Hupkova a kol., 2007; Mad’ar, 2004).

Kmene S. pneumoniae rezistentné na penicilin sa rozdeluji podla stupna
rezistencie do dvoch skupin:
e Intermedialne rezistentné kmene — kmene so znizenou citlivostou s minimalnou
inhibi¢nou koncentraciou MIC penicilinu do 2,0 mg/I
e Plne rezistentné kmene — kmene suplnou rezistenciou na penicilin s MIC

penicilinu viac ako 2 mg/l

. Liecba ochoreni spdsobenych kmenimi so zniZenou rezistenciou spociva v podavani
beZznych ATB (penicilin, amoxicilin) vo zvySenych davkach. Pri ochoreniach sposobenych
plne rezistentnymi kmefimi je pravdepodobné zlyhanie ATB terapie. Tieto ochorenia st
v niektorych pripadoch liecené toxickejSimi ATB (vankomycin). Ich liecba je

komplikovana a vyzaduju si hospitalizaciu (Hupkova a kol., 2007).
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2.6 Prevencia

V prevencii pneumokokovych ochoreni sa uplatituju vSeobecné opatrenia, tak ako
aj pri inych ochoreniach respiraéného traktu. Specifickym opatrenim proti
pneumokokovym ochoreniam je vakcinacia, pricom v sucasnosti su na Slovensku dostupné
3 typy vakcin: Pneumo 23, Prevenar 13 a Synflorix (Bazovska a kol., 2007; Dluholucky,
2010).

Od roku 2009 je na Slovensku vakcinacia proti invazivnym pneumokokovym
ochoreniam zaradend medzi povinné pravidelné ockovania. Toto ockovanie sa podava
v prvom roku zivota a zahfna tri davky vakciny (Olear a kol., 2014).

Zavedenie vakciny do plo$ného ockovania prispelo k vyraznému poklesu morbidity
a mortality deti a starSich l'udi. Prispelo to aj k poklesu nosic¢stva pneumokokov, znizeniu
poctu akttnych zapalov stredného ucha a pneumonii. Od 1. jala 2010 sa Slovensku ockuji
deti 13-valentnou alebo 10-valentnou vakcinou. 13-valentna konjugovana pneumokokova
vakcina zahfna az 90 % sérotypov S. pneumoniae, ktoré najcastejSie spdsobuju IPO
(Dluholucky, 2010).

17



3. Genetické vlastnosti S. pneumoniae

S. pneumoniae je dolezity modelovy organizmus v oblasti molekularnej bioldgie.
Pneumokoky zohréavali dolezita ulohu pri preukazovani, ze geneticky material sa sklada
z DNA. Prvym medznikom v histérii molekularnej genetiky bol experiment Fredericka
Griffitha vroku 1928. Vdaka kmenom pneumokokov sa mu podarilo popisat
mechanizmus transformacie. V roku 1944 Oswald Avery, Colin MacLeod a Maclyn
McCarty nadviazali na Griffithov pokus transformacie. Dokazali, Ze transformujtci faktor
nie je protein, ale DNA. Averyho dokaz o transformacii DNA sa oznacuje ako zaciatok éry
molekularnej genetiky (Gasc, a kol. 1991; Griffiths, a kol. 2000; www4).

3.1 Geno6m S. pneumoniae

Genom pneumokoka pozostava z jedného kruhového chromozému. Jeho dizka sa
pohybuje v rozmedzi od 2 do 2,2 milénov bazovych parov (Wwwb5). Jadro genému S.
pneumoniae sa sklada z 1647 kodujucich sekvencii vratane paralogov. Zostavajlce
koédujuce sekvencie, ktoré nie st konzervované vo vsSetkych ¢lenoch druhu st suhrne
oznacované ako prisluSenstvo genému . Obsahuju gény kodujice proteiny, ktoré nie st
podstatné pre dany druh. Celkovy génovy subor (jadro a prislusenstvo genému) sa nazyva
pan-geném. S. pneumoniae sa skladd zotvoreného pan-genému, ¢o znamena, ze
sekvenovanie novych pneumokokovych izolatov kontinudlne pridava nové gény do

aktualneho genofondu (Chaguza a kol., 2015).

3.2 Rekombinacia

S. pneumoniae je vysoko rekombinantna baktéria. Bola pouzitd ako modelovy
organizmus pri Studovani a popisovani rekombinacie. Genetickd rekombinécia je proces
Vv ktorom je exogénna DNA zaclenena do genému. Ide o prerusenie a opatovné spojenie
molekual DNA s vymenou ich Casti, takze vznikne molekula DNA s vymenenymi ¢astami
nukleotidovych sekvencii. lde o kl'icovy evoluény mechanizmus, ktory pneumokok
vyuZiva na rychle prisposobenie sa selektivnemu tlaku. Rychlost’, pri ktorej pneumokok
ziskava genetickl variabilitu prostrednictvom rekombinacie je ovela vyssia, ako rychlost,
pri Kktorej organizmus ziskava variacie prostrednictvom spontannych mutacii. Tato
variabilita umoziuje pneumokokom obist’ hostitelovu imunitni odpoved a uniknat
vonkaj§im vplyvom vratane antibiotickej terapie. Geneticka rekombindcia pohana

adaptaciu a evolticiu S. pneumoniae. Lateralny (horizontalny) génovy prenos exogénnej
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DNA moze viest' k rekombinacii segmentov DNA. Ak rekombinacia zahffa vnesenie
novych génov DNA hovorime o heterologickej rekombinécii. Ak baktéria pri rekombindcii

meni svoje vlastnosti premiestnenim svojich génov ide o homologicki rekombinaciu

(Chaguza a kol., 2015; Votava, 2005).

3.3Medzibakteridlna vymena DNA

K vymene genetickej informacie v baktéridch dochadza prostrednictvom 3
procesov: konjugaciou, transformaciou alebo transdukciou. U pneumokokov k vymene
DNA dochadza prostrednictvom transformécie. Ide o prevzatie casti DNA inej baktérie
a v€lenenie jej do svojho chromozému. Prendsa sa iba okolo 10 génov, z ktorejkol'vek
nahodnej Casti genomu. Pneumokoky ziskavaji DNA z usmrtenych a rozlozenych baktérii.
Transformacia prebieha vicSinou v logaritmickej faze rastu baktérii. Donorovda DNA sa
viaze na bunkovy povrch. Jedno vldkno je rozloZzené a druhé je pomocou enzymu
prepravené¢ do bunky. Vyznam transformacie spocCiva v tom, ze do baktérie mozu byt
vnesené gény kodujuce faktory virulencie alebo transpozony nestice gény rezistencie
(Chaguza a kol., 2015; Votava, 2005).

3.4 Genetika sérotypov a séroskupin

Hlavnym faktorom virulencie patogénnych baktérii je polysacharidova kapsula,
ktora sa nachadza na povrchu. Podla typu kapsularneho polysacharidu pozname viac ako
90 sérotypov pneumokokov. Na rozdelenie pneumokokov do séroskupin a sérotypov bola
zavedena fenotypova typizacia. Sérotypy sa liSia v type apocte génov, ktoré koduju
proteiny zodpovedné za syntézu a export kapsuly. Pre takmer vSetky sérotypy je operdn
kodujuci kapsulu umiestneny medzi génmi nezucastiujicimi sa na syntéze puzdra, t.j.
dexB a aliA. Gény cpsA, cpsB, cpsC a cpsD su zodpovedné za regulaciu produkcie puzdra
(Andam and Hanage, 2015; Bentley, 2006; Schaffner, 2014).

Puzdra pneumokokov su zlozené z polysacharidov vylu¢ovanych von z bunky
a obklopujucich povrch baktérii. Gény kodujice biosyntézu pneumokokového puzdra st
zoskupené v Klastroch. S. pneumoniae ma tri rézne modely organizacie kapsularnych
génovych klastrov.

Najbeznejsia organizacia kapsularnych génov sa nachadza v sérotypoch 1, 2, 4, 6B,
8, 9V, 14, 18C, 19F, 19A, 19B, 19C, 23F a 33F. Gény cap/cps st umiestnené¢ medzi dexB
aaliA, dvoma génmi, ktoré nemaja ulohu v biosyntéze kapsuly. Promotor sa nachadza

bezprostredne pred génovymi skupinami. Gény cpsB, cpsC acpsD su esencidlne pre
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neopuzdrené pneumokoky. Sérotyp 3 je odlisny od statnych sérotypov. Ma jednoduchu

chemicku Struktiru. Obsahuje iba tri kompletné gény, ktoré boli najdené v kapsularnom

operone. Sérotyp 3 je odlisny v tom, Ze na kapsularnu biosyntézu je potrebny len jeden

enzym cap3B. Odlisnym pneumokokovym sérotypom je aj sérotyp 37. Tento kmen

obsahuje lokus cap37, identicky s kmenom sérotypu 33F, ale mutacie inaktivovali

niekol’ko ¢itacich ramcov, teda tento lokus je tichy (Rubens Lope, Ernesto Garcia, 2004,

Moscoso, Garcia, 2009). Gény cps lokusov su znazornené na Obrazku 3.

IS1167 cap1 IS1167 orf
Bt 0 ) a1 Type 1
dexB A BCD EFG H I J K 123 4 aliA
—3)-a-D-Sugp-(1—-4)-a-D-GalpA-(1-3)-a-D-GalpA-(1->°
(+0.3 OAc)
*D-Sug= 2-acetamido-4-amino-2 4,6, trideoxy-D-galactose

cap3

orf
‘-" » “:r)/'t—wa'" Type 3
A B C orf

dexB 1 2

—3)-$-D-GlcpA-(1-4)-3-D-Glcp-(1->
cap37 (= cap33f) 1

*-:l ) = SRR
dexB A BCDE FGH I J K L M N O alA orf

b Type 37
gpmA S 181167 pyrDA

=l
—>3)-B-D-G;cp-(1—>
I 5 1b
B-D-Glcp

Obrazok 3: Znazornenie génov S. pneumoniae troch reprezentativnych sérotypov.

Zdroj : wwwB
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4 Zakladna diagnostika

4.1 Kultivacia

S. pneumoniae sa kultivuje na vlhkych a obohatenych pddach. Na krvnom agare
kultivacia prebiecha 24 hod. Kultivuje sa v termostate pri 35 — 37 °C. Rastie fakultativne
anaerobne, CO2 podporuje jeho rast. Pre pneumokoky je na krvnom agare typicka alfa-
hemolyza (zelena zoéna viridacie). Kolonie su priblizne 1 mm velké, lesklé, spociatku
vypuklé, nickedy mukdzne. Kolonie s preliacenym stredom, typické pre S. pneumoniae,

vznikaju autolyzou najstarSich buniek uprostred kolonie. Typicky rast S. pneumoniae na

krvnom agare je znazorneny na Obrazku 4 (Bednar, 1996; Kompanikova a kol., 2013;
Votava a kol., 2003; WHO manual, 2011).

Obrazok 4: Na obrazku mézeme vidiet' naockovany kmen S. pneumoniae na krvnom agare po 24
hodinovej kultivacii v termostate pri 37 °C. V l'avej Casti obrazka je znazorneny detailny rast
kolénii S. pneumoniae na krvnom agare, ktoré s lesklé a vypuklé. V pravej Casti obrazka je
viditel'na alfa-hemolyza, ktora sa vytvorila pod koléniami S. pneumoniae.

Zdroj: vlastny obrazok

4.2 Gramovo farbenie a mikroskopia

Preparat pripraveny z kmena S. pneumoniae sa zafarbi Gramovym farbenim. Pri
mikroskopickom vySetreni sa pneumokoky javia ako grampozitivne diplokoky alebo ako
koky pospéjané v retiazkach. Pneumokoky mézu mat’ zmenené morfologické vlastnosti
vplyvom antibiotickej liecby a pri mikroskopovani sa mézu zdat ako gramnegativne
(Votava a kol., 2003; Kompanikova, 2013; WHO manual, 2011).
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4.3 Zakladné diferencidlno-diagnostické testy

Na odlisenie pneumokokov od inych grampozityvnych viridujucich baktérii sa
pouzivaju diferencialno-diagnostické testy, ako napr. katalazovy test, optochinovy test
a test rozpustnosti v ZI¢i.

Na rychle diferencovanie grampozitivnych baktérii sa vyuZziva kataldzovy test.
Kataldza je enzym, ktory Stiepi peroxid vodika na vodu a kyslik. Kyslik unika a vytvara
bublinky v tekutine. S. pneumoniae je katalaza-negativna baktéria (WHO manual, 2011).

Na odlisenie fyziologickych alfa-hemolytickych streptokokov od S. pneumoniae sa
pouziva optochinovy test. Optochin je chininovy derivat, ktorého degrada¢né ucinky
zapric¢inuju selektivnu lyzu pneumokokov. Prevedenie optochinového testu na krvnom

agare je znazornené na Obrazku 5 (Kompanikova, 2013; WHO manual, 2011).

Obrazok 5: Dokaz pneumokoka optochinovym testom na krvnom agare. Na l'avej strane obrazku
je pritomna zona zabrany rastu baktérie. Pritomnost’ zony zabrany rastu testovaného kmena na
optochin znamena, Ze ide o S. pneumoniae. V pripade, Ze testovany kmei rastie bez zony zabrany
rastu v okoli optochinového disku tak, ako v pravej ¢asti obrazku, nejde o S. pneumoniae, ale o iny
druh alfa-hemolytického streptokoka.

Zdroj: vlastny obrazok

Dal§im testom na odlidenie S. pneumoniae od ostatnych alfa-hemolytickych
streptokokov je test rozpustnosti v zI¢i. Tento test je zalozeny na zisteni, ze baktérie S.
pneumoniae lyzuju pdsobenim roztoku deoxycholatu sodného. Ak pdsobenim roztoku na
kmen nedochadza k lyze, nejde o pneumokoka (Kompanikova, 2013; WHO manual,
2011).
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5 Nadstavbova diagnostika

Sérotypizacia, Cize stanovenie sérotypu daného kmena, patri k nadstavbovej
diagnostike. Pre liecbu pneumokokovych ochoreni nie je nevyhnutnd, ale ma ulohu pri
epidemiologickom sledovani IPO. Surveillace IPO sa venuje Narodné referencné centrum
pre pneumokokové ahemofilové nakazy (NRC) na Regiondlnom urade verejného
zdravotnictva so sidlom v Banskej Bystrici od roku 2011. Sérotypizacia sa vV NRC
vykonava sérologickymi a molekularno-biologickymi metodami (Bottkova a kol., 2013).
Vyber metdd pouzitych na sérotypizaciu zavisi na Gispesnosti kultivacie S. pneumoniae. Po
uspesnej kultivacii je mozné na zistenie sérotypu pouzit’ sérologické metddy ako latexova
aglutinacia a quellung reakcia. Pre nadstavbovu diagnostiku pri sérotypizéacii je mozné
pouzit molekularno-biologické metddy. Tie sa vyuzivaji hlavne u kmenov, ktoré nie je

mozné vykultivovat'.

5.1Sérologické metody

Medzi sérologické metddy patri latexova aglutinicia a quellung reakcia. Su to
pomerne rychle a nenaro¢né metody typizacie (Porter, 2014).

Latexova aglutinacia na nosicoch sa pouziva na dokaz antigénu S. pneumoniae.
Pouzivaji sa komer¢ne vyrdbané supravy, ktoré obsahuju latexové Castice s naviazanymi
protilatkami proti zndmym typom streptokokom. Je zamerana na sérotypy preventabilné
o¢kovanim (Bottkova a kol., 2013; Votava, 2010).

Quellung reakcia sa povazuje za zlaty Standard v sérotypizacii S. pneumoniae. Tato
metdda je zaloZzend na reakcii polysacharidového puzdra pneumokoka so Specifickou
protilatkou. Pri pozitivnej reakcii pneumokoka S kapsularnou protilatkou sa puzdro S.
pneumoniae stava viditel'nym v mikroskope. Tato zmena sa pozoruje pod mikroskopom

s fazovym kontrastom (Bottkova a kol., 2013; Werno, Murdoch, 2008).

5.2 Molekularno-biologické metody

Molekularno-biologické metddy patria medzi moderné diagnostické metody.
Rychly rozvoj tychto metdd nastal v priebehu poslednych rokov. Poznatky molekularnej
biologie sa Coraz CastejSie aplikuju v mikrobiologii. Molekularne metdédy sa vyuzivaji
pri identifikacii jednotlivych agens, skumani vlastnosti a evolicie jednotlivych
bakteridlnych druhov a pri mapovani ich gendmov. Aplikovanie molekularno-biologickych
metdd do laboratérnej praxe klinickej mikrobiologie zefektiviiuje surveillance

a monitoring ochoreni (Klement a kol., 2009; WHO manual, 2011). Jednym z najvacsich
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objavov v molekularnej bioldgii je polymerazova retazova reakcia — PCR (Polymerase
Chain Reaction). Princip tejto metddy objavil Kary Mullis v roku 1983 a prva publikacia
opisujuca PCR metodu vysla v roku 1985. V stcéasnosti predstavuje zakladnu metddu pri
Studovani genomu, jednotlivych génov, génovych mutécii a dedicnych ochoreni. Od jej
objavenia patri k najpouzivanej$im metédam v medicinskom a molekularno-biologickom
vyskume. Vyzitie mé aj v prenatalnej diagnostike pri detekcii ochoreni plodu, vo forenzne;j
medicine, v potravinarstve pri zistovani pritomnosti patogénov, atd. PCR metoda sa ¢oraz
CastejSie pouziva aj v laboratoriach klinickej mikrobiologie. Dokaze identifikovat’ povodcu
ochorenia adokazat’ jeho pritomnost, ato z minimalneho mnozstva rdznych typov
biologickych materidlov (napr. 200 pl krvi). Pomocou PCR je mozna aj identifikacia
nekultivovatel'nych ¢i tazko kultivovatelnych baktérii a virusov (Klement, 2009;

Krizanova, 2012).

5.2.1 Polymerazova retazova reakcia

PCR je in vitro diagnosticka metoda, pomocou ktorej je mozné amplifikovat’ urcity
usek DNA z minimalneho mnozstva materialu (teoreticky z jednej molekuly). Medzi
zakladné¢ zlozky PCR reakcie patri templatovd DNA, primery (syntetické
oligonukleotidové useky DNA), deoxynukleotidy, termostabilna DNA polymeraza, timivy
roztok a dalSie. VSetky zlozky reakcie st pridavané v malych objemoch. Po PCR
amplifikacii je mozné analyzovat’ namnoZeny material, ktorého priama detekcia bez PCR

amplifikacie nebola mozné (Klement, 2009; Krizanova, 2012).

5.2.1.1 Postup PCR

Prvym nevyhnutnym krokom je izolovanie nukleovej kyseliny (DNA, pripadne
RNA) z vySetrovaného materialu. Podl'a druhu vySetrovaného agens sa pouziva ako
templat genomova DNA, ktoru je mozné pripravit’ priamo, alebo komplementarna cDNA,
ktord sa pripravuje reverznou transkripciou z RNA (Krizanova, 2012). Na izolaciu
nukleovych kyselin existuje niekol’ko komeréne vyrobenych kitov a postupov. Nukleova
kyselina moéze byt izolovana fenol-chloroformovou metddou, kolonkovou metddou
(zachytenie NK na pevnej faze), pomocou magnetickych nosicov, atd’. (Klement, 2009;
Krizanova, 2012).

Priebeh samotnej PCR je druhym krokom. Tento krok prebieha v termocykléri,
pretoze optimalne teploty zohravaji hlavnl ulohu pri mnoZzeni DNA vlakna. Podstatou
PCR st tri opakujuce sa kroky, ktoré st zndzornené aj na Obrazku 6.
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e Denaturacia dsDNA - teplotou 94 — 97 °C sa dsDNA denaturuje, teda sa rozpletie
na dve vlakna ssDNA.

e Anelacia primerov — pri teplote 55 — 68 °C prebiecha anelacia (nasadnutie)
primerov. Na vldkna ssDNA sa komplementarne hybridizuju primery.

e Elongacia — pri teplote 68 — 72 °C sa aktivuje DNA polymeraza, ktora pridava
nukleotidy do novovznikajuceho retazca na ziklade komplementarity. DNA
polymeraza syntetizuje vlakna od primerov.

V kazdom cykle sa pocet DNA zdvojuje. Pocet cyklov sa pohybuje v rozmedzi 25 - 35.
Optimalny pocet zavisi na vychodiskovej koncentracii templatu a od koncentracie
jednotlivych zloziek PCR. Nedostatony pocet cyklov moze zapricinit nedostatoéné
mnozstvo produktu amplifikdcie anadmerny pocet cyklov tvorbu neSpecifickych
produktov. Kontrola kvality sa vykonava na ziklade pozitivnej a negativnej kontroly

(Klement, 2009; Krizanova, 2012).

] | I
ssDNA
I primer
]
dsDNA I I —
denaturacia anelacia elongacia

Obrazok 6: Priecbeh PCR schematicky znazorneny V troch cyklickych krokoch. Na obrazku je
znazornena dSDNA, ktora sa v prvom kroku denaturuje na dve sSDNA. Nasledne je zndzornené
nasadanie primerov na vlakna DNA. V poslednom kroku vidime predlzovanie nového
komplementarneho vlakna DNA v smere Sipky.

Zdroj: spracované podl'a wwwC

Poslednym krokom je detekcia a vyhodnotenie vzniknutého produktu PCR. Na
detekciu vzniknutych produktov sa vyuziva elektorforéza v agar6zovom géli. Elektroforéza
prebieha v tlmivom roztoku. Delenie nukleovych kyselin v géli prebieha na zaklade
vel'kosti molekul. Na zviditeI'nenie molekal sa pouZivajii rozne €inidla, napr. etidium
bromid. Molekuly st po prebehnuti elektorforézy viditelné po osvieteni UV svetlom.
Vzniknuté PCR produkty st vyhodnocované na zéklade prirovnania k velkostnému

markeru (Klement, 2009; Krizanova, 2012).
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5.2.2 Multiplexna PCR

Multiplexna PCR sa zaradzuje medzi molekularno-biologické metddy. Je jednou
z modifikacii PCR, no umoznuje zistit' pritomnost’ viacerych génov vo vySetrovanom
materidli sucasne. Zavisi to od poctu pridanych primerov do reakcie. Je to moderna
metoda, ktora sa vyuziva aj na sérotypizaciu S. pneumoniae. Oproti sérologickym
metddam mé& mnoho vyhod, napr. moznost vyuzitia metdody u nekultivovatelnych
kmenioch, pri malom mnozstve biologického materidlu alebo pripadne urcenie sérotypu

priamo z neho (Bottkova a kol., 2013; Klement, 2009).

5.2.2.1 Multiplexna PCR vyuzZivana v NRC

Na sérotypizaciu pneumokokov sa v NRC pre pneumokokové a hemofilové nakazy
pouziva sled multiplexnych PCR. St pouzivané dva typy multiplexnych reakcii
nasledujucich po sebe. Prvou je skupinova reakcia, v ktorej su testované vzorky zaradené
do jednej zo Siestich skupin. Stvisiace sérotypy st zaradené¢ do skupin na zaklade
amplifikacie spolo¢nych génov. Na zaklade tdajov ziskanych z prvej reakcie a zaradenim
pneumokoka do jednej zo Siestich skupin, nasleduje druha reakcia, nazyvana aj Specificka
reakcia. Tu st uz pridavané primery Specifické pre urcité sérotypy v ramci jednej skupiny
(Brito a kol., 2003). Zavedenie tejto metody umoznilo komplexnejs$iu diagnostiku
sérotypov pneumokokov. Vd’aka nej je mozné ur€it’ sérotyp S. pneumoniae aj v uz vyssie
spominanych kmenoch, ktoré nie je mozné opédtovne vykultivovat’. Tymto bol zdokonaleny
systém sérotypizacie a zaroven surveillance, ked’Ze je mozné zistit' sérotyp uz v skoro

vsetkych vzorkach zaslanych do NRC (Bottkova a kol., 2013).

5.2.3 Nové molekularno-biologické metody

V sti€asnosti je vo svete vyvinutych a pouzivanych na sérotypizaciu niekol’ko
dalsich molekularno-biologickych metéd. V NRC sa nevyuzivaji kvoli finanénej
a pristrojovej narocnosti. Na sérotypizaciu v NRC st vyssie popisané metody dostacujtce,

no V pripade potreby je mozné previest’ genotypiza¢ni metédu PFGE.

5.2.3.1 Multilocus Sequence Typing analysis (MLST)

MLST je molekularna typizacnad metdoda zalozend na sekvenovani siedmich
housekeepingovych génov. Princip MLST je zalozeny na identifikovani vnuatornych
nukleotidovych sekvencii vel'kosti priblizne 400 az 500 bp v roznych housekeepingovych

génoch. Unikatnym sekvenciam, alelam, st priradené ¢isla. Kombinacia alel v lokuse sa
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oznacuje ako alelicky profil. Diagnostikované kmene su identifikované na zédklade ich
alelickych profilov uréenych =z nukleotidovych sekvencii. MLST je metdda casovo
a finan¢ne narocna. Zacina PCR amplifikaciou s pouzitim Specifickych primerov
a nasledovnym sekvenovanim. Poslednym krokom je vyhodnotenie pomocou softvéru.
LCahko pristupnd je verejna databaza PubMLST, ktord zbiera data zo vSetkych databaz.
MLST je v anglickej literatire popisovana ako konvencéna a bezne vyuzivana metoda
v molekularno-biologickych a mikrobiologickych laboratéridch na sérotypizaciu S.
pneumoniae, avSak na Slovensku sa na sérotypizaciu doposial’ nevyuziva (Larsen a kol.,

2012; www6; WHO manual, 2012).

5.2.3.2 Multiple-Locus Variable number tandem repeat Analysis (MLVA)

Metéda MLVA je vyuzivana na molekuldrnu typizaciu mikroorganizmov. Je
zalozend na sekvenovani tandemovych opakujicich sa DNA sekvencii, ktoré sa
nachddzaju v ré6znych lokusoch v genéme baktérie. Tato metdda vychadza z metody DNA
fingerprintu, kde st sekvenované gény l'udského pévodu. MLVA je metdda pouzivana na
posudenie DNA fingerprintu u baktérii. Pri sérotypizacii pneumokokov je tito metoda
vyuzivand iba ako alternativna pri neschopnosti pouzit’ ini, menej naro¢ntt metédu (Costa,

2016; www7).

5.2.3.3 Whole Genome Sequencing (WGYS)

WGS je metdéda, pomocou ktorej je mozné uplne sekvenovanie gendému
mikroorganizmov. Ziskanie sekvencie celého gendmu baktérie je narocny proces, no
objasiiuje genetické a fyziologické vlastnosti baktérii. Po ziskani bakteridlneho gendomu
WGS softvér porovnava zostavené sekvencie pribuznych kmenov alebo bez referenéného
kmena vyhodnocuje sekvencie samotného kmena de novo. U viac ako 3000 baktérii je
osekvenovany a popisany cely geném a ro¢ne je popisanych viac ako 500 novych druhov

(Punina, a kol., 2015; wwwa8).

5.2.3.4 Pulsed-Field Gel Electrophoresis typing (PFGE)

Pulzna gélova elektroforéza (PFGE) je metdoda molekularnej typizacie pouzivana na
ziskanie DNA fingerprintu izolovanych baktérii. Je zaloZena na vytvoreni genetickej mapy,
na zaklade ktorej je mozné odlisit' jednotlivé kmene adruhy. Bakterialny izolat sa
pripravuje prekrytim baktérii agarézou, nasledne sa bakteridlna bunka otvori a uvolni sa

znej DNA. Akonéhle je DNA uvolnend a imobilizovana v agardze, nasleduje Stiepenie
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restrikénymi enzymami v Specifickych (reStrikénych) miestach. Ziskana zmes DNA
fragmentov sa potom nanesie na agar6zovy gél, kde sa pod vplyvom elektrického pola deli
na zaklade velkosti. Na rozdiel od klasickej elektroforézy sa pri pulznej meni polarita
elektrického pradu. Elektrické pole sa meni v troch smeroch. Tymto spésobom sa vytvori
DNA finrgerprint, ktory je potom porovnavany a vyhodnocovany softvérom.
Porovnavanim fingerprintov baktérii je mozné skumat genetické suvislosti. Tymto

sposobom sa daji porovnavat’ aj baktérie S. pneumoniae (www9; www10).
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6 Material a metody

6.1 Material

6.1.1 Testovany subor

Testovany bol subor 10 vzorieck DNA, ktoré pochadzali z kmenov S. pneumoniae
zaslanych do NRC vrokoch 2013 a?2014. Sérotypy pneumokokov boli stanovené
sérologickymi metédami — latexovou aglutinaciou a quellung reakciou.

Izolovana DNA je uskladiiovana v hlbokomraziacom boxe pri -80 °C
v mikroskiimavkéch typu Eppendorf oznacenych laboratornym evidennym ¢islom

a datumom izolacie.

6.1.2 Material potrebny na skupinovu a Specifické MPCR

TabuPka 1: Roztoky a chemikalie potrebné na skupinovu a $pecificki mPCR. Pouzité primery

zavisia na type mPCR. Voda sa dopliia do kone¢ného objemu reakcie, ¢o predstavuje 25 pl.

Roztoky a chemikalie Zasobna koncentracia

QIAGEN Multiplex PCR Plus Kit

Reaction Mix 2X

Coral loading dye 10x

Ultracista voda -

Primery (vid'. Tabulka 3 a Tabul'ka 6) -

Vsetky PCR reakcie prebiehali v termocykléri C1000 Touch firmy BioRad.

6.1.3 Material potrebny na gélova agarozovu elektroforézu

TabulPka 2: Roztoky a chemikalie potrebné na gélovu agarézovu elektroforézu

Roztoky a chemikalie Pracovna koncentracia
Agarose Molecular Biology Grade, 1,5%

range 50bp-50kbp (Bioron)

Etidiumbromin (AppliChem) 12 ng/ml

GeneRuler 100bp DNA Ladder, 1,2-15ng
ready-to-use (Fermentas)

TBE - tris-boratovy tlmivy roztok (AppliChem) | 1x koncentrovany

29



Gélova elektroforéza prebichala v elektroforetickej aparatire Bio Rad Wide Mini —
Sub Cell GT, napojenej na zdroj napdtia PowerPac Basic BioRad. Na vyhodnotenie
a vytvorenie fotodokumentacie bol pouzity transiluminator Bio Rad Universal hood II so

softvérom Quantity One.

6.2 Metédy

Na urcenie sérotypu sme pouzili systém po sebe nasledujucich multiplexnych PCR,
ktory je znazorneny na Obrazku 7. Tento systém sa vyuziva v NRC na sérotypizaciu S.
pneumoniae u kmenov, u ktorych nie je mozna typizacia latexovou aglutinaciou a quellung

reakciou. Vo vybranych 10 vzorkach sme stanovovali sérotyp tymto systémom PCR.

Systém po sebe nasledujicich PCR pozostava z niekol’kych mPCR. Prva sa nazyva
skupinova. V nej je dana vzorka zaradena do jednej zo Siestich skupin. Druha reakcia je
Specificka. Na zaklade Specifickych primerov je mozné zistit o akého sérotypu alebo

séroskupiny je pneumokok vo vysetrovanej vzorke.

$1:3,5,10A, 20 - 4{5111:3,5, 104, 20 ‘
§2/2a:sk.11, 33F/334/37 |
§2:89V,9A,sk. 11, 12F, | || s2/1:8, 9V/A, 12F/12A/44/46,19A]
154, 194, 33F, 358, 37 3  §2/2b: 15F/A, 358 |
£
<4 )
$3:4,9L,9N,14,158,15, | | £| 37174 o, 14 o r(S3/2a;: 158/ |
35F, 47F E B g
— ’ " 2 [ 53/2b: 37F/47F \
Skupinovd mPCR N 0
= =
$4:2, 64, 68, 6, 15F, 17F 5 x
,6A 68, 6C 15F, 17F, 1 | 81 Isaj1:6n/B 60/D, 194, 23F /9 .
18F, 194, 2F, 23F, 238, 31 8 a % $4/2:2, 15F/A, sk.18, 22F/A ‘
$5:1, 7, 188, 18C, 19F, 198, || | [S5/1:1, 7F/A sk. 18, 19F
19€, 23A
$6: 18A

Obrazok 7: Znazornenie sledu po sebe nasledujicich mPCR a rozdelenie jednotlivych sérotypov
do séroskupin.

Zdroj: Vlastny obrazok (Spracované podl'a — Bottkova, 2013)
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6.2.1 Skupinova multiplexna PCR

Skupinovi mPCR sme robili pomocou komeréne vyrobeného kitu QIAGEN

Multiplex PCR Plus Kit. Z kitu sme pouzili mastermix, Coral loading dye a ultracistl

vodu. Tieto zlozky reakcie sme pridali v objemoch podl'a Tabul'ky 1. Do reakcie sme

napipetovali primery pre skupinovi mPCR podla Tabulky 3. Koncentracia vsetkych

primerov bola 0,5 pmol/l, okrem primeru cpsB-for, ktorého koncentracia bola 1pmol/l.

Objem reakcie bol 25 pl. Vzorku v objeme 5 pul sme pridali ako poslednu. Nasledne sme

vzorky vlozili do termocykléra a zvolili program pre skupinovu reakciu, ktory je popisany

v Tabul’ke 4.

Tabul’ka 3: Rozpis primerov pre skupinovi mPCR

Forward primer Reverse primer Velkosti PCR produktov
(bazové pary)
cpsC-revl 1187 bp
cpsB-for
cpsC-rev2 980 bp
19FcpsO-for 19FcpsO-rev 814 bp
Primer pre internt kontrolu - | Primer pre internti kontrolu - | 657 bp

for

rev

Tabul’ka 4: Program pre skupinovii mPCR (spracované podl'a - Bottkova, 2013)

Teplota Cas Pocet cyklov
Aktivacia polymerazy 95 °C 5 min. 1
Denaturécia 95 °C 40s.
Anelécia 60 °C 40s. 30
Polymerizacia 72 °C 60 s.
Zavere¢na polymerizacia 72 °C 5 min. 1
Chladenie 4°C - 1

Po detekcii vzniknutych PCR produktov sme vzorky zaradili do jednej zo Siestich

skupin. Schéma podl'a ktorej sme vzorky zaradili do skupiny je spracovana v Tabulke 5.
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Tabulka 5: Schéma podl'a ktorej prebicha zaradenie vzorky do skupiny podl'a velkosti produktov
PCR.

Skupina Velkosti PCR produktov
(bazové pary)

S1 657 bp

S2 657 bp + 1187 bp

S3 657 bp + 980 bp

S4 657 bp + 814 bp + 1187 bp

S5 657 bp + 814 bp + 980 bp

S6 657 bp + 814 bp

6.2.2 Specifické multiplexné PCR - zikladné a pokracovacie

Po zaradeni vzoriek do jednej zo Siestich skupin sme pokracovali Specifickou
mMPCR. Specifickii zakladni a pokra¢ovaciu mPCR sme robili pomocou komeréne
vyroben¢ho kitu QIAGEN Multiplex PCR Plus Kit, z ktorého sme pouzili mastermix,
Coral loading dye a ultracisti vodu. Tieto zlozky reakcie sme pridali podla Tabulky 1.
Primery sme napipetovali podl'a toho, do akej skupiny boli zaradené skupinovou mPCR.
Rozpis primerov podl'a skupin sa nachadza v Tabulke 6. Rozpis priddvanych primerov pre
pokracovaciu mPCR sa nachadza v Tabul'ke 7. Do kazdej reakcie sme pridali kontrolny
par primerov podl'a Tabulky 6. Koncentracia vSetkych primerov bola 0,5 umol/l, okrem
primeru pre interni kontrolu, ktorého koncentracia v reakcii bola 0,2 pmol/l. Objem
reakcie bol 25 pl. Vzorku v objeme 5 pul sme pridali ako poslednil. Nasledne sme vzorky

vlozili do termocykléra a zvolili program pre Specificku reakciu.

Tabulka 6: Rozpis pridavania primerov podla skupin a velkosti PCR produktov vzniknuté
pridanim $pecifickych primerov v zakladnych $pecifickych mPCR.

. ) Velkosti produktov
Skupina Primer
(bazové pary)
3 818
5 362
S1
10A 628
20 514
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8 294
9V/9A 816
S2
12F/12A/44/46 376
19A 566
4 430
9L/9N 516
S3 14 189
Primer pre internti kontrolu | 101
pre skupinu S3
séroskupina 6 250
6C/6D 727
S4
19A 566
23F 384
1 280
TFITA 826
S5
séroskupina 18 573
19F 408
Primer pre interna kontrolu 160 160

Primer pre interna kontrolu, ktorého vel'kost” PCR produktu je 160 bp, sa pridava
do kazdej S$pecifickej reakcie okrem skupiny S3. V tejto skupine sa pridava primer pre
interntt kontrolu, ktorého velkost PCR produktu je 101 bp. Dévodom je, ze produkt
internej kontroly o velkosti 160 bp by nemusel byt dostatocne odliSeny od produktu
sérotypu 14 o velkosti 189 bp.

33



Tabul’ka 7: Rozpis pridavania primerov a velkosti PCR produktov vzniknuté pridanim primerov

v pokracovacich Specifickych reakciach mPCR.

. ) Velkosti produktov
Skupina Primer
(bazové pary)
15F/15A 434
S2/2a
35B 677
11A/11D 463
S2/2b
33F/33A/37 388
S3/2a 15B/15C 496
S3/2b 35F/4TF 517
2 290
15F/15A 434
S4/2
séroskupina 18 573
22F/22A 643
Primer pre interna kontrolu 160 160

6.2.3 Agaro6zova gélova elektroforéza

Na detekciu vzniknutych PCR produktov sme pouzili gélova elektroforézu.
Pripravili sme si 1,5% agar6zovy gél z agardzy a timivého roztoku TBE. Agarézu a TBE
sme zhomogenizovali varom. Po ochladeni roztoku sme pridali etidiumbromid a po
premieSani sme pripraveny roztok vliali do nadobky, kde zatuhol. Pripraveny gél sme
vloZili do elektroforetickej aparatary a zaliali sme ho tlmivym roztokom. Nasledne sme do
jamiek v géli napipetovali vzorky, negativnu kontrolu a velkostny marker. Aparatiru sme
pripojili ku zdroju napétia. Po prebehnuti elektorforézy (priblizne 1,5 — 2 hod.) sme gél
vybrali a polozili do transiluminatora, ktory gél podsvietil UV svetlom. Pomocou pocitaca
so softvérom Quantity One napojen¢ho na transilumindtor sme vyhotovili fotografie gélu
nasvieteného UV svetlom. Fotografie sme si ulozili andsledne sme znich od¢itali

vysledky.

34



7 Vysledky

Ciel'om prace bolo urcit’ sérotyp 10 izolatov DNA baktérie S. pneumoniae pomocou
molekularno-biologickych metdéd a porovnat ho s podvodnym stanovenim vykonanym
pomocou sérologickych metdod Na urCenie sme pouzili systém po sebe nasledujtcich
multiplexnych PCR. Vysledky sme od¢itavali na zaklade velkosti vzniknutych PCR

produktov, ktoré sme detegovali pomocou elektorforézy.

7.1 Vysledky skupinovej mPCR

Pomocou skupinovej mPCR sme zaradili vzorky do jednej zo Siestich skupin S1-
S6. Kazda skupina je definovana inou kombinaciou génov, ktori detegujeme pomocou
mPCR. Na zaklade kombinacie vzniknutych PCR produktov, ateda aj bandov na géli
vyhodnocujeme skupinovit mPCR. Presné velkosti produktov v jednotlivych skupinach st

popisané v Tabul'ke 5. Produkt vel'kosti 657 bp sluzi ako interna kontrola priebehu reakcie.

Vysledok skupinovej mPCR je znazorneny na Obrazku 8.

Obrazok 8: Vysledok skupinovej mPCR. Draha ¢.1 — skupina S4, draha ¢.2 — skupina S1, draha
¢.3 — skupina S2, draha ¢.4 — skupina S4, draha ¢.5 — skupina S5, drdha ¢.6 — skupina S3, draha ¢.7
- skupina S1, dréha ¢.8 - skupina S2, drdha ¢.9 — skupina S3, dréha ¢.10 - skupina S5, drdha ¢.11 —
negativna kontrola, draha ¢.12 — 100-1000 bp velkostny marker.
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7.2 Vysledky $pecifickych mPCR

Po zaradeni vzorieck do skupin nasledovala Specificki mPCR. Pomocou
Specifickych primerov sme urcovali konkrétne sérotypy alebo kombindcie sérotypov.
Primery sme pridavali podl'a zaradenia vzorky do skupiny. Rozpis primerov sa nachadza
v Tabulke 6. Okrem tychto priemerov sa pridava interna kontrola o vel'kosti 160 bp (S1,
S2, S84, S5, S6) alebo 101 bp (S3). Vysledok zakladnej Specifickej mPCR je na Obrazku 9.

Obrazok 9: Vysledok zakladnej $pecifickej mPCR. Draha ¢.1 - 100-1000 bp velkostny marker,
draha ¢.2 — DNA sérotypu 3 (818 bp), draha ¢.3 — DNA sérotypu 20 (514 bp), draha ¢.4 — ziaden
PCR produkt okrem kontrolného, draha ¢.5 — DNA sérotypu 8 (294 bp), draha ¢.6 — DNA sérotypu
4 (430 bp), draha ¢.7 — DNA sérotypu 14 (189 bp), draha ¢.8 — DNA sérotypu 19A (566 bp), draha
¢.9 — DNA sérotypu 23F (384 bp), draha ¢.10 — DNA sérotypu 1 (280 bp), draha ¢. 11 — DNA
sérotypu 19F (408 bp), draha ¢.12 — negativna kontrola.

Po prevedeni zékladnej Specifickej mPCR vo vzorke ¢.3 nebol detegovany PCR
produkt Specificky pre gény, a tym aj sérotypy, ktoré taito PCR zachytdva. Kvoli tejto
vzorke sme previedli pokracovaciu mPCR S2/2a a S2/2b. Primery, ktoré sme pouzili su
rozpisané v Tabul'ke 7. Okrem tychto primerov sa do kazdej reakcie pridava primer pre

internt kontrolu. Vysledok pokracovacej Specifickej mPCR je znazorneny na Obrazku 10.
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Obrazok 10: Vysledok pokraéovacej mPCR. Draha ¢.1 — negativna kontrola, draha ¢.2 — S2/2b -
ziaden PCR produkt okrem kontrolného (160 bp), draha ¢.3 — S2/2s - DNA sérotypu 35B (677 bp),

dréha ¢.4 — velkostny marker.

Tabulka 8 sumarizuje vysledky pdvodného stanovenia sérotypu pomocou

sérologickych metod (latexovej aglutinacie a quellung reakcie) a opakovaného stanovenia

sérotypu pomocou multiplexnej PCR. Zaroven je v nej zahrnuty vysledok skupinovej

mPCR vSetkych vzoriek.

Tabulka 8: Vysledky sérotypizacie multiplexnou PCR v porovnani s pévodnym stanovenim

vykonanym v NRC.

Cislo Cislo v NRC Povodné Vysledok Opakované Zhoda

vzorky stanovenie skupinovej | stanovenie vysledkov
sérotypu mPCR sérotypu stanoveni

1 44/2013 19A S4 19A ano

2 379/2013 3 S1 3 ano

3 466/2013 35B S2 35B ano

4 562/2013 23F S4 23F ano

5 734/2013 1 S5 1 ano

6 1094/2013 4 S3 4 ano

7 1202/2013 20 Sl 20 ano

8 1898/2013 8 S2 8 ano

9 17/2014 14 S3 14 ano

10 334/2014 19F S5 19F ano
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8 Diskusia

Pneumokokové ochorenia predstavuju zavazny zdravotnicky problém. Patria medzi
hlavné priiny morbidity a mortality deti v rozvojovych krajinach. NajcastejSie sa
vyskytuju u deti do 2 rokov a dospelych nad 55 rokov (Mad’ar, 2004). Prameniom nakazy
su nosi¢i achori jedinci. K prenosu dochddza kvapdckovou infekciou hlavne
Vv kolektivoch, ako napr. skdlka, domov ddéchodcov. Podla priebehu sa pneumokokové
ochorenia delia na invazivne a neinvazivne. Ochorenia su preventabilné ockovanim, na
Slovensku je zavedené povinné plosné ockovanie.

Povodcom pneumokokovych ochoreni je baktéria Streptococcus pneumoniae
(pneumokok). Objavena bola Louisom Pasteurom v roku 1881 anazvana Micrococcus,
neskor Diplococcus, a az v roku 1974 bola na zaklade svojich vlastnosti zaradena do rodu
Streptococcus (Beran, 2008). Pneumokoky sa mikroskopickom obraze sa javia ako
grampozitivne diplokoky velkosti 0,5 — 1,25 um. Dvojice obklopuje puzdro, ktoré je
hlavnym faktorom virulencie. Na zaklade stavby polysacharidového puzdra rozliSujeme
viac ako 90 sérotypov pneumokokov.

Sledovanie sérotypov pneumokokov je nevyhnutné pre optimaliziciu zlozenia
vakcin (Bazovska a kol., 2007). Geograficka poloha a socialno-ekonomické podmienky
ovplyviiuju vyskyt jednotlivych sérotypov. Surveillance sérotypov na Slovensku vykonava
Nérodné referencné centrum pre pneumokokové a hemofilové nakazy na Regionadlnom
tirade verejného zdravotnictva v Banskej Bystrici. Udaje NRC prispievaji k hodnoteniu
ucdinnosti povinnej vakcinacie na Slovensku (Bottkova a kol., 2013).

Zakladnd laboratérna diagnostika sa opiera kultivaciu, mikroskopiu a Specialne
testy, ako napr. optochinovy test alebo test rozpustnosti v ZI¢i. Nadstavbova diagnostika
spo¢iva hlavne v stanoveni sérotypu. Laboratorium NRC vykonéava nadstavbovi
diagnostiku kmenov S. pneumoniae sérologickymi a molekularno-biologickymi metoédami.
Sérologickymi metdédami sérotypizacie su latexova aglutinacia a quellung reakcia,

molekularno-biologickou metodou je multiplexna PCR.

Ciel'om bakalérskej prace bolo zhodnotit’ vyuzitie molekularno-biologickych metdd
vyuZivanych pri sérotypizacii pneumokokovych ochoreni, ktoré su dostupné v rdimci NRC
a porovnat’ ich. Na zdklade toho sme zvolili opakované stanovenie sérotypu pomocou
multiplexnej PCR u 10 vybranych vzoriek. Povodné stanovenie sérotypu bolo prevedené
sérologickymi metodami (latexova aglutinacia a quellung reakcie). Vzorky pochadzali zo

zbierky DNA izolovanych z kmenov S. pneumoniae, ktoré sposobili IPO. Tieto izolované
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DNA su dlhodobo uskladiiované v hlbokomraziacom boxe pri -80 °C. Takyto systém
skladovania izolovanych DNA je usporny aucelny. Velkou vyhodou je moznost’
uskladnenia vel'kého poctu izolovanych DNA, kedZe ide o maly objem ulozeny
Vv mikroskimavke. V praci sme pouzili vzorky izolované zkmenov pneumokokov
v rokoch 2013 a 2014, a aj napriek dlhodobému uskladneniu sa nam podarilo uspesne urcit’
sérotyp vsetkych vzoriek. Na zaklade nasich vysledkov moézeme povedat’, Ze tento systém
skladovania v hlbokomraziacom boxe pri -80 °C je vhodny na dlhodobé uskladnovanie
izolovanej DNA S. pneumoniae. Dlhodobé uchovavanie DNA je vhodné v pripade potreby
dal$ich analyz v budicnosti. Dalsou vyhodou je, Ze izolovana DNA je hned’ po rozmrazeni
pripravend na pouzitie. Vd’aka tomu je mozné rychle opdtovné bezkultivacné stanovenie
sérotypu tak, ako to bolo v naSom pripade.

Na sérotypizdciu pomocou molekularno-biologickych metéd sme zvolili sled
multiplexnych PCR. Su to dva typy mPCR reakcii nasledujucich po sebe. Ako prva sme
previedli skupinovu reakciu. Prevedenie reakcie bolo pomerne rychle a jednoduché. Na
zviditel'nenie vzniknutych PCR produktov sme pouzili gélovu elektroforézu. Vzorky sme
po prebehnuti elektorforézy zaradili do jednej zo Siestich skupin (S1 — S6) na zéklade
amplifikacie spolo¢nych génov resp. velkosti vzniknutych PCR produktov. Kazda skupina
zahfna niekol’ko sérotypov. Prevedenim skupinovej reakcie sme pre kazdu vzorku zazili
Skalu sérotypov, ktoré pripadali v ivahu. Ako druhd nasledovala Specifickd reakcia.
Prevedenim tejto reakcie sme patrali po konkrétnych sérotypoch vyclenenych v ramci
skupinovej reakcie. Specificka reakcia prebiehala podobne ako skupinova, prevedenie bolo
taktieZz jednoduché. Rozdiel bol v pouzitych primeroch a programe termocykléra. Touto
reakciou sme ur€ili sérotypy vzoriek taktiez na zdklade velkosti PCR produktov.
Specifickou mPCR reakciou sme uréili sérotyp vietkych vzoriek okrem vzorky &.3, kvoli
ktorej sme museli previest’ pokracovaciu Specificku reakciu, ktorou sme uspesne urcili
sérotyp aj u tejto vzorky. Pomocou vykonania sledu multiplexnych PCR sa nam podarilo
uspesne stanovit’® sérotypy vybranych vzoriek. Vysledky sme porovnali s povodnym
stanovenim sérotypu vykonanym sérologickymi metédami. Pri vSetkych vzorkéach sa
sérotypy urcené naSim opakovanym stanovenim vykonanym pomocou multiplexnej PCR
zhodovali s p6vodnym stanovenim sérotypu vykonanym latexovou aglutinaciou a quellung
reakciou.

Multiplexna PCR je pomerne nova metdda v oblasti sérotypizacie pneumokokov.

Umoznuje identifikaciu viacerych cielovych DNA sekvencii v ramci jednej PCR, ¢o
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predstavuje vyhodu v zniZeni nédkladov na sérotypizaciu. Zavedenie tejto metdody umoznilo
komplexnejsiu sérotypizaciu S. pneumoniae (Brito a kol., 2003).

Hodnotenie vysledkov sérologickych metdod moze byt v niektorych pripadoch
naro¢né, subjektivne a ¢iastoCne zavisi aj na sktsenostiach pracovnika, kKtory vysledky
reakcie od¢itava. Hodnotenie vysledkov sérotypizacie mPCR je objektivnejsie. Na zaklade
toho sa tato metdda javi presna a spolahliva. Dalsou vyhodou multiplexnej PCR je
rychlost’ a nenaroCnost’” prevedenia. Mdzeme skonStatovat, Ze multiplexnd PCR je
efektivna metdda sérotypizacie pneumokokov.

PCR je bezkultivacna metoda, material potrebny na prevedenie reakcie je izolovana
DNA. Stanovenie sérotypu multiplexnou PCR je mozné aj u kmefiov, ktoré nie je mozné
po prijati opédtovne vykultivovat, ¢o pomocou sérologickych metdd nie je mozné.
Nevyhodou je Skala rozsahu, ktord je obmedzend primermi, no pre sérotypizaciu vzoriek
IPO z je obvykle dostacujuca.

Okrem multiplexnej PCR sa na nadstavbovu diagnostiku vo svete vyuzivaju
molekularno-biologické genotypizaéné metédy ako napr. MLST (Multilocus Sequence
Typing analysis), MLVA (Multiple-Locus Variable number tandem repeat Analysis),
WGS (Whole genome sequencing), ainé. Na Slovensku nie st dostupné hlavne kvoli
finan¢nej naro¢nosti. Okrem toho su aj technologicky naro¢né, ¢o sa tyka pristrojového
vybavenia a taktiez prevedenia. St zalozené na sekvenovani ur€itych génov, ako napr.
metdda MLST a MLVA, alebo celého gendomu, ako napr. WGS. Tieto molekularno-
biologické genotypizacné metoddy s komplexnejSie a dokdzu poskytnat’ viac informécii
0 danom izolate. Okrem toho su tieto metédy vhodné aj na porovndvanie jednotlivych
kmetiov S. pneumoniae.

Z molekularno-biologickych genotypiza¢nych metdod je v NRC dostupna pulzna
gélova elektroforéza (PFGE). Je zalozena na vytvarani genetickej mapy, na zaklade ktorej
sa zistuje pribuznost’ alebo resp. odlisnost’ kmenov S. pneumoniae. Do diagnostiky bola

zavedena v suvislosti s povinnym o¢kovanim proti pneumokokovym ochoreniam.

NajvyhodnejSie pre laboratdria zamerané na sérotypizaciu pneumokokov je
vyuzivanie sérologickych aj molekularno-biologickych metod. Vyuzivanie oboch typov
metdd v NCR prispieva k zdokonaleniu systému surveillance, umoziuje stanovit' SirSiu

skalu sérotypov a okrem toho predstavuje aj finanéna vyhodu.
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9 Zaver

V bakalarskej praci sme sa venovali baktérii S. pneumoniae. V laboratériu NRC
sme uspesne stanovili sérotyp 10 vzoriek uskladnenych DNA, ktoré pochadzali zo vzoriek
kmenov pneumokokov izolovanych z IPO. Na sérotypizaciu sme pouzili systém po sebe
nasledujucich multiplexnych PCR. Vybrali sme vzorky, ktoré boli prijaté do NRC v rokoch
2013 a 2014. Sérotypizacia tychto vzoriek bola v ¢ase ich povodného stanovenia sérotypu
vykonana sérologickymi metédami, o nam umoznilo porovnat’ vysledky so sérotypizaciou
molekularno-biologickymi metoédami.

V diagnostike invazivnych pneumokokovych ochoreni maji molekularno-
biologické metddy velky vyznam. V laboratériu NRC sme z tychto metdd vyuzili PCR
(polymerazova retazova reakcia). Je to moderna diagnostickd metdda, ktora je zaloZena na
Specifickom dokaze DNA.

Multiplexna PCR je jednou z modifikacii PCR. Moznost’ detegovat’ viac ciel'ovych
DNA sekvencii v ramci jednej mPCR umoziiuje rychlu, spolahlivii a finanéne efektivnu
sérotypizaciu baktérii S. pneumoniae. Vyhodou tejto metody oproti sérologickym metodam
je moznost dokazu pneumokoka a stanovenia sérotypu v nekultivovatelnych vzorkach
alebo priamo z biologického materialu. Bezkultivaény dokaz pomocou mPCR je velkou
vyhodou hlavne v diagnostike invazivnych pneumokokovych ochoreni. Nevyhodou tejto
metddy je obmedzend Skala jej rozsahu, no pre sérotypizdciu vzoriek IPO je obvykle
dostacujuca.

Zlatym Standardom v sérotypizacii pneumokokov sa povazuje quellung reakcia, no
modernejSia metdda mPCR sa javi ako komplexnejSia a vyhodnejSia. V sti¢asnosti sa na
sérotypizaciu v NRC sa vyuZivaji obidva typy metéd — sérologické aj molekularno-

biologické.
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