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SOUHRN

Cilem prace bylo zavedeni molekularni real-time PCR meto-
diky doporucené CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) pro Ucely detekce bakterii Neisseria meningitidis,
Haemophilus influenzae a Streptococcus pneumoniae v klin-
ickych (kultivacné negativnich) vzorcich pfi podezfeni nain-
vazivni bakteridlni onemocnéni. Klinické vzorky jsou zasilany
do NRL pro meningokokové ndkazy Oddéleni bakteridlnich
vzdusnych ndkaz CEM SZU z rGiznych region(i Ceské repub-
liky. Jedna se predevsim o likvor, nesrazlivou krev ¢i sérum,
vyjimecné sekéni material. NRL ma zavedenou molekularnf

ABSTRACT

Vackova Z., Lzicafova D., Stock N. K., Kozakova J.: Real-
-time PCR detection of Neisseria meningitidis, Haemophilus
influenzae, and Streptococcus pneumoniae DNA in clinical
specimens

The study aim was to implement a molecular real-time
polymerase chain reaction (PCR) assay recommended by
the CDC (Centers for Disease Control and Prevention) for
the detection of Neisseria meningitidis, Haemophilus in-
fluenzae, and Streptococcus pneumoniae in clinical (culture
negative) specimens from patients with suspected invasive
bacterial disease. Clinical specimens are referred to the
National Reference Laboratory (NRL) for Meningococcal
Infections, Unit for Airborne Bacterial Infections, Centre for
Epidemiology and Microbiology, National Institute of Public

uvop

Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae i Haemophilus
influenzae patii celosvétové k velice vyznamnym patoge-
nam. Jednd se o bakterie evolu¢né blizce neptibuzné,
nicméné sdilejici nékteré vlastnosti vyznamné pro eko-
logii a chovani v organismu hostitele. Predevsim jde
o antigenni variabilitu urcujici velké mnozstvi sérosku-
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diagnostiku téchto bakterialnich plvodcd menigitid a sepsi
z klinickych vzorkUl jiz od roku 1999. Plvodné se jednalo
o seminested polymerdzovou fetézovou reakci s elektro-
foretickym vyhodnocenim. V roce 2014 byla implemen-
tovana molekuldrni metoda real-time PCR s kvalitativnim
hodnocenim.

KLIiCOVA SLOVA:

rt-PCR detekce Neisseria meningitidis, Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniae - rt-PCR detekce
ptvodcu bakterialnich menigitid a sepsi

Health from various regions of the Czech Republic. Clinical
specimens are, in particular, cerebrospinal fluid, anti-coa-
gulated blood or serum and, exceptionally, post-mortem
specimens. The NRL has implemented molecular diagnosis
of these bacterial pathogens involved in meningitis and
sepsis from clinical specimens since 1999. The first diagnostic
method was semi-nested PCR followed by electrophoretic
analysis. In 2014, a molecular qualitative real-time PCR assay
was implemented.

KEYWORDS:

rt-PCR detection of Neisseria meningitidis, Haemophilus
influenzae, and Streptococcus pneumoniae - rt-PCR
detection of the agents of bacterial meningitis and sepsis
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vy

pin a sérotypil téchto bakterii, celosvétové rozsiteni s od-
liSnou distribuci séroskupin ¢i sérotypli, nebo schopnost
vyvolavat rizné formy interakci s lidskym organismem.
Casto pfedstavuji béZnou bakteridlni fléru, jindy vyvo-
lavaji lehka respiracni onemocnéni. Jsou vsak schopny
vyvolat i Zivot ohrozujici invazivni onemocnéni, jakymi
jsou meningitidy, bakterémie, sepse ¢i pneumonie.



Implementovanda molekularni metoda je urcena pro
diagnostiku invazivnich bakteridlnich onemocnéni.
Umoznuje detekci agens v krat§im ¢asovém intervalu,
detekuje i nizkou koncentraci DNA ve vzorku (vCetné
kultiva¢né negativnich, i nékolik dni po zahdjeni anti-
biotické terapie).

Narodni referenc¢ni laboratot pro meningokokové na-
kazy (NRL MEN) Oddéleni vzdusnych bakteridalnich
nakaz Centra epidemiologie a mikrobiologie (CEM)
Statniho zdravotniho tdstavu (SZU), mé jiZ od roku
1999 zavedenu seminested polymerazovou fetézovou
reakci (PCR) pro detekci Neisseria meningitidis se séro-
typizaci B a C [1]. Roku 2003 byla metodika rozsifena
o detekci Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae
a sérotypizaci Neisseria meningitidis o séroskupiny A, W,
Y [2]. Implementovand metoda real-time PCR (rt-PCR)
v ramci Oddéleni vzduSnych bakteridlnich ndkaz CEM
SzU nahradi plvodni metodiku identifikace Neisseria
meningitidis, Streptococcus pneumoniae a Haemophillus influen-
zae ptimo z klinickych vzorkl pii podezfeni na invaziv-
ni bakteridlni onemocnéni. Tato metodika je spolecné
s ostatnimi nabizena lékafim. Doporuceni na typ, od-
bér a transport materiadlu viz http://www.szu.cz/odd-
-vzdusne-nakazy-doporucene-postupy.

Principem této kvalitativni metody rt-PCR je am-
plifikace tiseku DNA obsahujiciho cilovou sekvenci
a detekce této cilové sekvence pomoci hybridizace oli-
gonukleotidu znaceného fluorescencénim barvivem.
Intenzita fluorescence je imérna mnozstvi amplifiko-
vaného tuseku v reakci, méfi se pribézné po dobu trva-
ni reakce za pouziti optického detekéniho systému rt-
-PCR cykléru. Jako cilové sekvence pro PCR identifikaci
Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae i Haemophillus
influenzae mohou byt pouZity réizné geny, jenz dané
bakteridlni genomy specificky obsahuji. Jedna se pte-
devsim o geny ctrA, crgA, sodC, ply, psaA, lytA, ompP2, hpd,
bexA [3-8]. Pro kazdé bakteridlni agens byl pro detekci
vybran jeden specificky gen, jednalo se vzdy o gen vy-
skytujici se v idedlnim pfipadé specificky, vzdy pouze
udaného druhu napfic séroskupinami ¢i sérotypy a ne-
zavisle na ptitomnosti ¢i nepfitomnosti pouzdra. Me-
toda je navrzena na detekci cilové sekvence genu sodC
u Neisseria meningitidis. Tento gen je obsaZen v genomu
opouzdienych i neopouzdienych kment. SodC gen ké-
duje Cu, Zn superoxiddismutazu. Detekce Haemophilus
influenzae je namirena na cilovou sekvenci genu hpd ké-
dujiciho protein D. Jedna se o gen ptitomny v genomu
opouzdfenych i neopouzdfenych kment. Identifikace
Streptococcus pneumoniae probiha detekci cilové sekvence
genu lytA kédujiciho autolysin. Sekvence jsou vysoce
specifické pro prislusné bakteridlni druhy. Pouziti vy-
branych gent pfi PCR identifikaci Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae i Haemophilus influenzae je celoev-
ropsky doporuceno CDC [9].

MATERIAL A METODIKA

Kmeny

Pro potfeby testovani metodiky, moznych nespecific-
kych reakci i velice dtileZitou piipravu pozitivnich in-
ternich kontrol pro rt-PCR se pouzily kmeny ze sbirek
NRL pro meningokokové nakazy, NRL pro streptokoko-
vé nakazy, NRL pro hemofilové nakazy, vSe Oddéleni
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bakteridlnich vzdu$nych nakaz CEM SZU v Praze a Ces-
ké narodni sbirky typovych kultur (CNCTC) SZU v Praze.
Testovani bylo zaméfeno na kmeny rodl Neisseria, Hae-
mophilus a Streptococcus spolecné s kmeny rodové piibuz-
nych bakterii ¢i kmeny pfedstavujici riziko zdmény pii
Klinickych projevech. Celkové bylo testovano 7o kment
(tab. 1).

Klinické vzorky

Pfi procesu implementace rt-PCR metody urcené k de-
tekci DNA Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae
a Streptococcus pneumoniae v Klinickém materidlu byly
pouzity primarné sterilni klinické kultiva¢né negativ-
ni vzorky zasilané do NRL pro meningokokové nakazy
s pozadavkem identifikace jednoho ¢i vSech tfi zmirio-
vanych patogent pfi podezieni na invazivni bakteridlni
onemocnéni.

Druhy testovaného materialu: mozkomisni mok, krev
nesrazliva, krev srazliva - sérum, pleuralni tekutina,
hemokultiva¢ni nadobky Bact/Alert, pitevni material
(petechie). Metodika je vSak validovana pro mozkomis-
ni mok a nesrazlivou krev, ostatni typy materialu byly
testovany jen v minimalnim poctu vzorki. Celkové bylo
testovano 55 klinickych vzorkd (viz tab. 1).

Postup izolace DNA

Postup je jednotny pro izolaci z klinickych materiali
i bakteridlnich kultur. Postup izolace DNA je provadén
pomoci izola¢niho kitu QIAmp DNA Mini Kit (QIAGEN),
po predchozi enzymatické preinkubaci. VyuZivaji se
enzymy lyzozym (Sigma Aldrich), mutanolyzin (Sigma
Aldrich) a proteinaza K (QIAGCEN) [10].

Izolovana DNA se skladuje kratkodobé po dobu vySetio-
vani vzorku pfi 2-8 °C, za ticelem dlouhodobé archivace
vySetfeného materialu pti -20 °C.

Postup provedeni rt-PCR reakce

Reakéni smés pouzitd pro PCR ma nasledujici sloZeni:
TagMan Universal Master Mix kit (ABI), specifické pri-
mery a znacena sonda (Generi Biotech). Sekvence a fi-
nalni koncentrace pouzitych primerti a sond byly pfi-
jaty podle CDC doporuceni [9] a jsou uvedeny v tabulce
2. Sondy jsou znacené FAM-BHQ1. K 16 pl reakéni smési
(objemové slozeni reakéni smési: 10 pl master mixu +
2 pul forward primeru + 2 pl reverse primeru + 2 pl son-
dy) se pridavaji 4 pl izolované DNA vzorku ¢i kontroly.
Amplifikace byla provadénid v Rt-PCR termocykléru
CFX 96 (BIO-RAD) s detekénim systémem tvofenym
6 fotodiodami LED (rozmezi vinovych délek pro oblast
excitace 450-684 nm, rozmezi vinovych délek pro oblast
emise 515-730 nm). Byl pouzit nasledujici amplifikéni
program s detekci v kroku hybridizace: poc¢atecni dena-
turace 50 °C/2 min, 95 °C/10 min, nasledné opakovani
45 cykll 95 °C/15 sec, 60 °C/1 min (detekce) a nakonec
ochlazenina 4 °C do zastaveni.

Kazdy vzorek je pro kazdou sekvenci testovan v tri-
pletu. Pro kazdou sekvenci jsou zafazeny tfi kontroly
(negativni, izola¢ni, pozitivni) testované v tripletu.
Pfi kazdém pokusu se tedy pouziva neznamy klinicky
vzorek (izolovana DNA z neznamého klinického vzor-
ku), negativni izola¢ni kontrola (NIK - vzorek PCR H,O,
ktera prosla postupem izolace DNA soubézné s klinic-
kym vzorkem), negativni kontrola (NTC - vzorek PCR
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Tabulka 1. Souhrnny pfehled testovanych kment a klinickych vzork

Table 1. Summary review of strains and clinical specimens tested

Kmen Cislo kmene CtsodC By Cthpd s Ct/ytA by

Ct Ct Ct
Aggregatibacter aphrophilus 65/13 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Aggregatibacter segnis 44/10 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Branhamella catarrhalis 64/93 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Corynebacterium striatum 142/2014 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Haemophilus parahaemolyticus 63/10 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Haemophilus aphrophilus 43/10 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Haemophilus haemolyticus 48/07 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Haemophilus influenzae 62/09a neg neg neg neg 14,00 | 14,40 | 14,21 14,20 neg neg neg neg
Haemophilus influenzae 14 studie HEM neg neg neg neg 12,00 | 11,00 | 11,00 1,33 neg neg neg neg
Haemophilus influenzae 19 studie HEM neg neg neg neg 12,00 | 1,00 | 1,00 1,33 neg neg neg neg
Haemophilus infuenzae A CNCTC 6330 neg neg neg neg 15,00 | 15,34 | 15,00 151 neg neg neg neg
Haemophilus infuenzae B 35/13 neg neg neg neg 15,00 | 15,60 | 15,39 15,33 neg neg neg neg
Haemophilus infuenzae C CNCTC 6459 neg neg neg neg 14,00 | 15,00 | 15,00 14,67 neg neg neg neg
Haemophilus infuenzae D 20115 FINSKO neg neg neg neg 14,00 | 15,00 | 15,00 14,67 neg neg neg neg
Haemophilus infuenzae E CNCTC 6472 neg neg neg neg 17,00 | 17,00 | 17,00 17,00 neg neg neg neg
Haemophilus infuenzae F 34/13 neg neg neg neg 15,00 | 14,00 | 15,00 14,67 neg neg neg neg
Haemophilus infuenzae NT 1/14 neg neg neg neg 14,63 | 14,00 | 14,00 14,21 neg neg neg neg
Haemophilus non-influenzae 26 studie HEM neg neg neg neg 30,00 | 31,00 | 31,00 30,67 neg neg neg neg
Haemophilus non-influenzae 30A studie HEM neg neg neg neg 32,00 | 33,00 | 32,00 | 32,33 neg neg neg neg
Haemophilus parainfluenzae 59/13 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Listeria monocytogenes 6511 CNCTC neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Neisseria cinerea N415 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Neisseria gonorrhoeae 51/89 neg neg 40,38 40,38 neg neg neg neg neg neg neg neg
Neisseria lactamica 5518 CNCTC neg 42,00 neg 42,00 neg neg neg neg neg neg neg neg
Neisseria meningitidis 29E 76/88 15,74 | 15,82 | 15,62 15,73 neg neg neg neg neg neg neg neg
Neisseria meningitidis A 1027 16,20 16,17 15,98 16,12 neg neg neg neg neg neg neg neg
Neisseria meningitidlis B 323/97 17,31 17,01 17,23 17,18 neg neg neg neg neg neg neg neg
Neisseria meningitidlis C 114 16,82 | 16,36 | 16,60 16,59 neg neg neg neg neg neg neg neg
Neisseria meningitidis PA 33/13 17,23 17,04 17,04 17,14 neg neg neg neg neg neg neg neg
Neisseria meningitidis W 77/12 16,93 | 16,60 | 16,49 16,67 neg neg neg neg neg neg neg neg
Neisseria meningitidlis X 71/88 16,20 | 16,27 16,32 16,26 neg neg neg neg neg neg neg neg
Neisseria meningitidlis Y 1916 16,71 16,71 16,68 16,70 neg neg neg neg neg neg neg neg
Neisseria sicca N3834 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Staphylococcus aureus 6719 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Streptococcus agalactiae 195/2014 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Streptococcus salivarius 211/2014 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Streptococcus pneumoniae 1 707/12 neg neg neg neg neg neg neg neg 20,33 | 20,33 nd 20,33
Streptococcus pneumoniae 10A 155850 neg neg neg neg neg neg neg neg 17,65 18,14 nd 17,90
Streptococcus pneumoniae T1A 13/13 neg neg neg neg neg neg neg neg 18,41 18,57 nd 18,49
Streptococcus pneumoniae 12F 155587 neg neg neg neg neg neg neg neg 18,74 | 18,70 nd 18,72
Streptococcus pneumoniae 15A 124/2013 neg neg neg neg neg neg neg neg 18,95 | 18,49 nd 18,72
Streptococcus pneumoniae 17F 61/2013 neg neg neg neg neg neg neg neg 19,41 19,73 nd 19,57
Streptococcus pneumoniae 18C 189/12 neg neg neg neg neg neg neg neg 19,05 | 18,77 nd 18,91
Streptococcus pneumoniae 19A 439/12 neg neg neg neg neg neg neg neg 18,23 19,13 nd 18,68
Streptococcus pneumoniae 19F 638/12 neg neg neg neg neg neg neg neg 22,95 | 23,61 nd 23,28
Streptococcus pneumoniae 22F 76/2013 neg neg neg neg neg neg neg neg 18,80 19,71 nd 19,26
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Streptococcus pneumoniae 23A 152/2013 neg neg neg neg neg neg neg neg 19,42 | 19,93 nd 19,68
Streptococcus pneumoniae 23F 109/2013 neg neg neg neg neg neg neg neg 18,23 | 1913 nd 18,68
Streptococcus pneumoniae 24B 639/12 neg neg neg neg neg neg neg neg 19,22 | 19,06 nd 19,14
Streptococcus pneumoniae 3 435/12 neg neg neg neg neg neg neg neg 19,94 | 20,21 nd 20,08
Streptococcus pneumoniae 35F 177/12 neg neg neg neg neg neg neg neg 21,69 | 21,91 nd 21,80
Streptococcus pneumoniae 4 199/12 neg neg neg neg neg neg neg neg 18,24 18,14 nd 18,19
Streptococcus pneumoniae 6A 208/12 neg neg neg neg neg neg neg neg 18,54 | 18,96 nd 18,75
Streptococcus pneumoniae 6B 125/12 neg neg neg neg neg neg neg neg 18,03 | 18,24 nd 18,14
Streptococcus pneumoniae 6C 179/12 neg neg neg neg neg neg neg neg 18,25 | 17,86 nd 18,06
Streptococcus pneumoniae 7F 201/12 neg neg neg neg neg neg neg neg 19,20 | 19,03 nd 19,12

Streptococcus pneumoniae 8 390/12 neg neg neg neg neg neg neg neg 17,15 17,54 nd 17,35
Streptococcus pneumoniae 9N 640/2012 neg neg neg neg neg neg neg neg 17,29 17.21 nd 17,25
Streptococcus pneumoniae 9V 79/2013 neg neg neg neg neg neg neg neg 18,90 | 19,08 nd 18,99
Streptococcus pneumoniael4 12/13 neg neg neg neg neg neg neg neg 17,83 17,91 nd 17,87
Streptococcus mitis 459/12 neg neg neg neg neg neg neg neg 38,00 | 37,53 nd 3777
Streptococcus mitis 497/12 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg

Streptococcus mitis 189/13 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg

Streptococcus mitis 155681 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg

Streptococcus mitis 276/13 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg

Streptococcus mitis 316/13 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg

Streptococcus mitis 271/13 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg

Streptococcus mitis 457/12 neg neg neg neg neg neg neg neg 1,00 | 11,00 1,54 118

Streptococcus mitis 502/13 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg

Streptococcus oralis 155888 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg

Typ klinického materidlu cislo klin.vz. ctsodC ctiytA

Likvor 16/14 38,04 | 38,00 | 39,00 38,35 neg neg neg neg neg neg neg neg

Likvor 1714 31,00 | 29,00 | 34,00 31,33 neg neg neg neg neg neg neg neg

Sérum 20/14 neg neg neg neg* neg neg neg neg neg neg neg neg

Likvor 127/04 37,00 | 38,00 | 37,00 37,33 neg neg neg neg neg neg neg neg

Pleurdlni tekutina 414 neg neg neg neg neg neg neg neg 35,00 | 33,00 | 33,00 33,67
Sérum 5/14 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg*
Likvor 120/04 neg neg neg neg neg neg neg neg* neg neg neg neg

Sérum 29/14 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg

Likvor 30/14 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg

Krev 31/14 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg

Likvor 41/14 31,07 311 30,57 30,91 neg neg neg neg neg neg neg neg

Sekéni materidl (petechie) 42/14 30,00 | 30,00 | 30,00 [ 30,00 neg neg neg neg neg neg neg neg

Sekéni materidl (petechie) 43/14 27,00 | 27,00 | 27,00 27,00 neg neg neg neg neg neg neg neg

Bact/Alert 43b/14 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg

Likvor 44/14 neg neg neg neg neg neg neg neg 24,00 | 24,00 | 24,00 | 24,00
Nesrazliva krev 45/14 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg

Likvor 46/14 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg

Likvor 47114 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg

Likvor 48/14 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg

Krev 49/14 34,00 [ 35,00 | 35,00 34,67 neg neg neg neg neg neg neg neg

Likvor 50/14 37,00 | 38,02 | 37,00 37,34 neg neg neg neg neg neg neg neg

Sérum 5114 29,00 | 29,00 | 30,00 | 29,33 neg neg neg neg neg neg neg neg

Likvor 52/14 30,00 [ 29,00 | 35,00 31,33 neg neg neg neg neg neg neg neg
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Likvor 53/14 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Likvor 54/14 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Likvor 55/14 37,00 | 3700 | 38,00 37,33 neg neg neg neg neg neg neg neg
Nesrazliva krev 56/14 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Likvor 57/14 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Likvor 58/14 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Bact/Alert 510/14STR neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Likvor 58/201 neg neg neg neg neg neg neg neg 28,77 | 29,09 | 28,94 28,93
Likvor 002/2012 neg neg neg neg neg neg neg neg 17,45 17,71 17,30 17,49
Nesrazliva krev 26830/2012 neg neg neg neg neg neg neg neg 33,98 | 34,06 | 32,00 33,35
Likvor 51052/2012 neg neg neg neg neg neg neg neg 18,57 | 1725 | 18,09 17,97
Likvor 54272/2012 neg neg neg neg neg neg neg neg 2702 | 23,83 | 24,49 25,15
Likvor 55820/2012 neg neg neg neg neg neg neg neg 21,38 2113 2214 21,55
Likvor 7/05 neg neg neg neg neg neg neg neg* neg neg neg neg
Likvor o1/2013 neg neg neg neg neg neg neg neg 23,74 | 2371 | 23,54 23,66
Likvor 11462/2013 neg neg neg neg neg neg neg neg 30,69 | 30,81 31,10 30,87
Likvor 25/2014 neg neg neg neg neg neg neg neg 29,88 | 29,71 | 29,82 29,80
Likvor 1/15 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Likvor 2/15 neg neg neg neg neg neg neg neg 26,00 [ 25,00 | 26,00 25,67
Likvor 3/15 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Nesrazliva krev 4/15 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Likvor 7/15 neg neg neg neg neg neg neg neg 26,77 | 26,60 | 26,68 26,68
Likvor 8/15 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Sérum 9/15 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Likvor 10/15 35,6 35,33 | 35,22 35,38 neg neg neg neg neg neg neg neg
Likvor 11/15 neg neg neg neg neg neg neg neg 29,09 | 29,05 | 29,25 29,13
Sérum 12/15 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Likvor 13/15 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Nesrazlivd krev 14/15 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Nesrazliva krev 15/15 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Likvor 16/15 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
Likvor 17/15 31,74 31,78 | 32,45 31,99 neg neg neg neg neg neg neg neg

Barevné oznaceny pozitivitni zachyty (Cervend - N. meningitidis, zelena - H. influenzae, modra - S. pneumoniae)
neg* v téchto pripadech se lisi vysledek seminested PCR a rt-PCR (seminested PCR pozitivni, rt-PCR negativni)

Positive capturing - colour marks (red - N. meningitidis, green - H. influenzae, blue - S. pneumoniae)

neg* in these cases the results seminested PCR and rt-PCR are different (seminested PCR positive, rt-PCR negative)

Tabulka 2. Primery a sondy pro rt-PCR

Table 2. Primers and probes for rt-PCR

Forward primer Findlni Reverse primer Finalni Sonda (modifikace FAM-BHQ1) Findlni
koncentace koncentace koncentace
nM nM nM

sodC 5'-GCACACTTAGGTGATTTAC 300 5'-CCACCCGTGTGGATCATA 600 5-CATGATGGCACAGCAACAAATCC 100
CTGCAT-3* ATAGA-3’ TGTTT-3°

hpd 5'-GGTTAAATATGCCGATGGT 100 5'-TGCATCTTTACGCACGGT 300 5 -TTGTGTACACTCCGTTGGTAAAAG 100
GTTG-3" GTA-3" AACTTGCAC-3"

lytA 5'-ACGCAATCTAGCAGATGA 200 5'-TCGTGCGTTTTAATTCCA 200 5-TGCCGAAAACGCTTGATACAGG 200
AGCA-3’ GCT-3° GAG-3’

RNAaseP | 5'-CCA AGT GTG AGG GCT 400 5°-TGT TGT GGC TGA TGA 400 5'-CCC CAG TCT CTG TCA GCA CTC 100
GAA AAG-3° ACT ATA AAA GG-37 CCTTC-3°
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bakteridlnich kment Neisseria meningitidis, Haemophilus
influenzae ¢i Streptococcus pneumoniae). Kontrola extrak-
ce a inhibice se provadi detekci humanni DNA v kaz-
dém klinickém vzorku. Kontrola je zafazena jako Ctvr-
ta cilova sekvence RNAsaP [11] a testuje se ve stejném
rezimu (nutnost zafazeni tii typ kontrol, pozitivni
kontrolou je izolovana DNA ze znamého humanniho
klinického vzorku).

Pristupova ¢isla cilovych sekvenci v GenBank
s0dC - GenBank AE002098.2, hpd - Z35661.1, IytA - Gen-
Bank AE005672, RNAsaP - GenBank NM_006413

VALIDACNi PARAMETRY METODY

Vytvoreni standardni kfivky a stanoveni odvozenych
charakteristik rt-PCR testu

Pro vytvofeni standardni kfivky byla provedena rt-PCR
méteni podle popsaného protokolu v sérii fedéni DNA
o znamé pocatecni koncentraci (méfeno spektrofoto-
metrem Nanodrop 1000) s koeficientem 10. Standardni
kfivka byla vytvorena v programu BIO-RAD CFX Mana-
ger (v grafu na ose x vyneseny hodnoty dekadického
logaritmu jednotlivych fedéni, pocatecni koncentrace
oznacena jako 1, na ose y hodnoty C, (cycle treshold) pro
jednotlivd méfeni). Oblast linearity, smérnice ptimky
v oblasti linearity (slope), efektivita E a korelacni koefi-
cient R2 byly téZ stanoveny pomoci programu BIO-RAD
CEFX Manager.

Stanoveni dolniho limitu detekce (LLOD)

e Stanoveni limitu detekce jako poc¢tu kopii DNA v reak-
ci a v objemové jednotce:
Rt-PCR detekce DNA podle popsaného protokolu v sérii
fedéni DNA s koeficientem 10. Limit detekce byl odvo-
zen od nejvyssiho fedéni, ve kterém byla DNA spoleh-
livé detekovana (pozitivni amplifikace ve 2 ze 3 replika-
tl a zaroven ve 2 oddélenych rt-PCR pokusech). Méfeni
koncentrace DNA v nefedéném vzorku bylo provedeno
pomoci spektrofotometru (Nanodrop 1000), koncent-
race v fedénych vzorcich byla odvozena vypoctem. Po-
Cet kopii DNA v objemové jednotce pfislusného fedéni
byl odvozen vypoctem podle vzorce

(C, ., . 6,023 .1023)

DNA *

(délka genomu . 650)

Cpya = koncentrace DNA v piislusném fedéni v jednot-
kach g/pl

6,023 . 10% = Avogadrova konstanta udavajici pocet ¢as-
tic v1 molu latky

650 = primérnd molarni hmotnost 1 paru bazi v mole-
kule DNA (g/mol)

délka genomu = vyjadiend jako pocet paru bazi (bp),
délka genomu Neisseria meningitidis séroskupina B [12],
délka genomu Haemophilus influenzae NT [13], délka geno-
mu Streptococcus pneumoniae sérotyp 3 [14].

Pocet kopii DNA v reakci pro piislusné fedéni byl zis-
kan vynasobenim poctu kopii DNA v objemové jednotce
a poctu objemovych jednotek v reakci podle uvedeného
protokolu (4x).

« Stanoveni limitu detekce v CFU (colony forming unit)/ml:

PUVODNIi PRACE

Detekce rt-PCR DNA podle popsaného protokolu v sérii
fedéni (koeficient 10) Zivé bujénové kultury N. menin-
gitidis, H. influenzae a S. pneumoniae. Limit detekce je od-
vozen od nejvyssiho fedéni, ve kterém byla spolehlivé
detekovana DNA, a od nejvyssiho fedéni, pro které byl
pozorovan pozitivni kultivacni nalez.

Neisseria meningitidis - pouzit kmen 58/14, séroskupina B,
ze sbirky NRL MEN. Z cerstvé kultury (Cokoladovy
Miiller Hinton agar - CMH (BIO-RAD), inkubace v at-
mosféie se zvySenou tenzi 5% CO,, teplota 37 °C, 24 hod)
pripravena suspenze v Brain Heart Infusion - BHI
(OXOID), stupen zakalu 2 podle McFarlanda. Alikvoty
po 1 ml suspenze byly zmrazeny pti -70 °C. Z 1 alikvéty
bylo pfipraveno 12-15 fedéni (koeficient 10) ve sterilnim
BHI, z kazdého fedéni vyockovano 100 pl suspenze na
CMH agar, rozockovano po celé plose ptidy a inkubova-
no za vySe uvedenych podminek. Ve zbylé suspenzi byly
bakterie usmrceny 1ominutovou inkubaci pfi teploté
100 °C a nasledovala extrakce a rt-PCR detekce DNA po-
dle vyse popsaného protokolu.

Po probéhlé inkubaci byly pro jednotliva fedéni spo-
Cteny vyrostlé kolonie a podle vysledku rt-PCR pokusu
bylo urceno nejvyssi fedéni, ve kterém byla spolehlivé
detekovana bakterialni DNA (kritéria uvedena vyse). Li-
mit detekce byl vyjadfen jako poCet CFU/ml v nejvys$im
fedéni, v némz byla spolehlivé detekovana bakterialni
DNA ve dvou nezavislych pokusech.

Haemophilus influenzae - pouzit kmen 1/14, netypovatelny
NT, ze sbirky NRL HEM. Z Cerstvé kultury (Cokoladovy
selektivni agar pro hemofily (OXOID), inkubace v at-
mosféie se zvySenou tenzi 5% CO,, teplota 35 °C, 24 hod)
pripravena suspenze v Levinthalové bujénu, stupen za-
kalu o,5 podle McFarlanda, natedéna 1okrat. Alikvéoty
po 1 ml nafedéné suspenze zmrazeny pii -7o °C. Postup
pri pfipravé a zpracovani série fedéni viz N. meningiti-
dis, pouzita kultivacni média a podminky inkubace viz
H. influenzae.

Streptococcus pneumoniae - pouzit kmen 199/12, sérotyp 4,
ze sbirky NRL STR. Z Cerstvé kultury (Columbia krev-
ni agar (OXOID), 7 % beranich erytrocyt, inkubace
v atmosféfe se zvySenou tenzi 5% CO, , teplota 35 °C,
24 hod) pripravena suspenze v BHI, stupen zakalu o,5
podle McFarlanda, nafedéna 1okrat. Alikvéty po 1 ml
natfedéné suspenze zmrazeny pti -7o0 °C. Postup pfi
pripravé a zpracovani série fedéni viz N. meningitidis,
pouzita kultiva¢ni média a podminky inkubace viz
S. pneumoniae.

Stanoveni pfesnosti (opakovatelnosti, repeatability)
v oblasti dolniho limitu detekce

Pro stanoveni pfesnosti v oblasti dolniho limitu detekce
bylo provedeno méteni nejnizsiho fedéni, v némz byla
spolehlivé detekovana DNA piislusného bakteridlniho
plwvodce, v 10 opakovanich. Z naméfenych hodnot byl
vypocten varia¢ni koeficient.

Stanovenimezilehlépresnosti(reprodukovatelnosti,
reproducibility)

Pro stanoveni mezilehlé presnosti byly vyuzity hodnoty
C, pozitivnich kontrol téZe SarzZe ziskané pfi 20 rliznych
meétenich. Pozitivni kontroly se stejné jako vzorek méti
v tripletu, proto byl pro kazdé méfeni nejprve spocten
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aritmeticky primér tii ziskanych hodnot C,, variaéni
koeficient byl pak vypocten z 20 primérnych hodnot C,
spoctenych pro jednotliva méfendi.

Ovéreni senzitivity a specificity

Ovéfeni senzitivity: Testovano s kulturami N. meningiti-
dis, H. influenzae a S. pneumoniae (viz tab 1). Ovéfeni specifi-
city in-silico: Provedeno pomoci NCBI BLAST.
Experimentalni ovéfeni specificity: Ovéfeno s kultura-
mi ptibuznych bakteridlnich druhti a druht, které mo-
hou byt ptivodci invazivnich bakteridlnich onemocnéni
(viz tab. 1).

Interpretace vysledkii rt-PCR

Probihd hodnoceni hodnot C, (cycle treshold). VySetfe-
ni se povazuje za validni, pokud hodnota C, pozitivnich
kontrol odpovida hodnotdm naméfenym pti jejich tes-
tovani (pouzivano v rozmezi 30-36), NTC kontrola a ne-
gativni izola¢ni kontrola jsou analytickym systémem
vyhodnoceny jako negativni (NT - no template) a ve
vzorku je detekovana humanni DNA (pozitivita pro ci-
lovou sekvenci RNAsaP).

Vysledek vysetfeni vzorku se hodnoti jako pozitivni pro
piisludnou cilovou sekvenci, pokud hodnota C, je mensi
nez 4o alespori ve dvou ze ti{ replikati.

Vysledek vySetfeni vzorku se hodnoti jako negativ-
ni pro pfislusnou cilovou sekvenci, pokud je vzorek
analytickym systémem vyhodnocen jako negativni
(NT - no template) nejméné ve dvou ze tfi replikatl
a pokud se pfi kontrole extrakce a inhibice ve vzorku
prokaze pritomnost huméanni DNA (cilova sekvence
RNAsaP).

VYSLEDKY VALIDACE A TESTOVANI
Stanoveni dolniho limitu detekce - pocet kopii DNA
v reakci a v objemové jednotce

Pro stanoveni LLOD pro druh Neisseria meningitidis (sodC)
byl pouzit kmen 323/97, sérotyp B. Hodnota LLOD byla
stanovena s vysledkem 1,21 . 102 kopii/ul, coZ odpovida
4,8 . 102 kopii v reakci (podle protokolu - 4 pl templatu
v reakénim objemu 20 pl).

Pro stanoveni LLOD pro druh Haemophilus influenzae
(hpd) byl pouzit kmen 1/14, netypovatelny kmen. Hod-
nota LLOD byla 52,2 kopii/pl, to odpovida 208,8 kopii
v reakci.

Pro stanoveni LLOD pro druh Streptococcus pneumoniae
(lytA) byl pouzit kmen 702/14, sérotyp 3. Hodnota LLOD
byla 59,2 kopii/ul, to odpovida 236,8 kopii v reakci.

Stanoveni dolniho limitu detekce - CFU/ml

Neisseria meningitidis 58/14, sérotyp B - v pokusu ¢. 1 LLOD
1 CFU/ml, v pokusu €. 2 LLOD 1 CFU/ml.

Haemophilus influenzae 1/14, netypovatelny kmen - v poku-
su €. 1 LLOD 40 CFU/ml, v pokusu ¢. 2 LLOD 30 CFU/ml.
Streptococcus pneumoniae 199/12, sérotyp 4 - v pokusu €. 1
LLOD 10 CFU/ml, v pokusu ¢. 2 LLOD 5 CFU/ml.

Stanoveni pfesnosti (opakovatelnosti, repeatability)
v oblasti dolniho limitu detekce (pocet kopii DNA
v objemové jednotce)

Neisseria meningitidis B, 323/97 - aritmeticky primeér z 10
nameéfenych hodnot C, - 38,184; variacni koeficient
0,026.
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Haemophilus influenzae NT, 1/14 - aritmeticky prameér z 10
naméfenych hodnot C, - 37,418; variacni koeficient
0,024,
Streptococcus preumoniae 3, 702/14 - aritmeticky primeér
z 10 namé&fenych hodnot C, - 38,872; variacni koeficient
0,026.

Stanovenimezilehlépresnosti(reprodukovatelnosti,
reproducibility)

Neisseria meningitidis PA, 33/14 - 20 méfeni, varia¢ni koefi-
cient o,030.

Haemophilus influenzae NT, 1/14 - 20 méfeni, varia¢ni ko-
eficient 0,037.

Streptococcus pneumoniae 6C, 105/14 - 20 méteni, variacni
koeficient 0,041.

Charakteristiky rt-PCR testu odvozené od standardni

krivky

» Detekce DNA Neisseria meningitidis, cilova sekvence sodC

Oblast linearity: Standardni kfivka je linedrni pro mé-

feni koncentraci DNA v rozsahu

1,21.102-1,21 . 10° Kopii/pl.

Odvozené charakteristiky: smérnice primky (slope) =

-3,918; efektivita E = 80 %; korela¢ni koeficient R2 = 0,998

» Detekce DNA Haemophilus influenzae, cilova sekvence hpd

Oblast linearity: Standardni kfivka je linedrni pro mé-

feni koncentraci DNA v rozsahu

52,2-5,22 . 10° kopii/pl.

Odvozené charakteristiky: smérnice pfimKky (slope) =

-4,046; efektivita E = 76,7 %; korela¢ni koeficient R2 = 0,998

» Detekce DNA Streptococcus pneumoniae, cilova sekvence
IytA

Oblast linearity: Standardni kfivka je linedrni pro mé-

feni koncentraci DNA v rozsahu

59,2-5,92 ., 10° kopii/pl.

Odvozené charakteristiky: smérnice pfimky (slope) =

-3,834; efektivita E = 82,3 %; Korela¢ni koeficient R* = 0,991

Testovani analytické specificity
Vysledky prehledné shrnuje tabulka 1.

Testovani Klinického materiilu
Vysledky prehledné shrnuje tabulka 1.

DISKUSE

Vysledky testovani zvolené doporucené metody rt-PCR
detekce DNA tfi potencidlnich ptvodci invazivniho
bakterialniho onemocnéni byly zhodnoceny z hlediska
pozadavkd kladenych na validaci tohoto typu moleku-
larné genetickych metod a konecna podoba testu pro-
vadéného v rutinni praxi byla zvolena téZ s ohledem na
patogenezi onemocnéni.

Metoda byla zavadéna pro diagnostiku invazivniho bak-
teridlniho onemocnéni a druhy vysetfovaného mate-
ridlu byly zvoleny s pfihlédnutim k evropskym ,.case“
definicim invazivnich meningokokovych, hemofilovych
a pneumokokovych onemocnéni. Primarné se vySetfuje
sterilni klinicky materidl, prékaz infekéniho agens je
proto bez ohledu na kvantitu jednoznacné podplirnou
informaci pro diagnézu invazivniho onemocnéni. Byla
proto zvolena metoda kvalitativni detekce bakteridlni
DNA, kde se predpokladad pro kazdou detekovanou sek-
venci dvoji mozny zavér vySetfeni - pozitivni nebo ne-



gativni nalez DNA. Mnozstvi detekované DNA ve vzorku
nekoreluje spolehlivé se zavaznosti klinického stavu. In-
fekce vice nez jednim ptivodcem je u invazivnich bakteri-
alnich onemocnéni velmi vysoce nepravdépodobna a pti
testovani nebyla tato moznost brana v tivahu.

Stanoveni limitu detekce jako koncentrace CFU v obje-
mové jednotce bylo provedeno pro ovéreni celého postu-
pu vcetné extrakce DNA.,

Specificita testl pro jednotliva detekovana agens byla
ovérena orientacné vyhledanim sekvenci jednotlivych
oligonukleotid ve vyhledava¢i NCBI (BLAST). Pro
vSechny oligonukleotidy byla potvrzena 100% shoda
v sekvenci pouze v hledané oblasti genomu prislus-
nych agens. Pii testovani specificity testu s pouzitim
vzorkl DNA izolované z jinych bakteridlnich druha
byla pro sodC naméfena hodnota C, pro 1 kmen Neisseria
gonorrhoeae a 1 kmen Neisseria lactamica. V obou pfipadech
byly hodnoty C, vy$8i neZ arbitrarné stanovena hodno-
ta cut-off, vysledek tedy mtiZe byt hodnocen jako ne-
gativni. Pro druh Neisseria meningitidis byly pti stanoveni
LLOD v poctu kopii DNA v objemové jednotce nameé-
feny pro nejnizsi spolehlivé detekovanou koncentaci
DNA 1,21 . 10 kopii/pl naméfeny hodnoty C, v rozme-
zi 36,00-39,00. Oba zminéné druhy jsou geneticky
blizce ptfibuzné druhu Neisseria meningitidis, navic mezi
N. lactamica a N. meningitidis, blizce pfibuznymi druhy
osidlujicimi shodné sliznice hornich dychacich cest,
dochazi k horizontalnimu transferu gent [15]. Druh
Neisseria gonorrhoeae je primarnim patogenem a mfize
byt pivodcem invazivnich onemocnéni, Neisseria lacta-
mica je soucasti bézné orofaryngealni fléry a nepova-
Zuje se za mozného plivodce invazivniho onemocnéni
v bézné populaci. U vSech testovanych kment Neisseria
meningitidis i klinickych materild invazivnich menin-
gokokovych onemocnéni byla u sodC pozitivni reakce,
coz potvrdilo vhodnost vybéru daného genu oproti
genu ctrA, u néhoz je popisovana negativita aZ u 16 %
kmenti Neisseria meningitidis [16]. Pro hpd byly hodnoty C,
nameéfeny pouze pro kmeny nalezejici k druhu Haemo-
philus influenzae, coZ ukazuje na vysokou druhovou spe-
cificitu genu. Pro lytA byly hodnoty C, naméfenyuz2z9
testovanych kment Streptococcus mitis. Streptococcus mitis
je geneticky blizce pribuzny druhu Streptococcus pneumo-
niae, v jeho genomu muZe byt pfitomen funkéni gen
pro autolyzin. Whatmore et al. testovali rtizné cilové
sekvence z oblasti genu pro autolyzin na velkém soubo-
ru kmend patficich k druh@im streptokokd ze skupiny
,mitis group*, pro nékteré z testovanych kmend byla
zjisténa pozitivita i pro sekvenci pouzivanou v imple-
mentovaném testu [17].

Pro testovani metody na vzorcich klinického materia-
lu, kultiva¢né negativniho, byly vybrany vzorky testo-
vané téz seminested PCR metodou s elektroforetickou
vizualizaci produkti pouzivanou ptivodné v NRL MEN.
Vysledky obou metod byly porovnany. Rozdilné vysled-
ky byly pozorovany u 4 vzorkll ze 55 vzorkd testova-
nych. Jednalo se o dva vzorky séra a dva vzorky likvoru.
U vSech rozdilnych pfipadl byl vysledek seminested
PCR pozitivn{ a rt-PCR negativni. Vzorky likvoru byly
vice nez deset let skladovany v mrazu, coZ pravdépo-
dobné ovlivnilo vysledky. Vzorky séra byly kratkodobé
skladovany v mrazu a tato skutec¢nost mohla vysledky
taktéz ovlivnit, avsak i podle jinych autort je rt-PCR
detekce DNA ve vzorcich séra méné spolehliva. V na-
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Sem souboru byl testovan prili§ maly pocet vzorkl séra
k tomu, aby bylo mozno vyvodit zavér, Ze nejde o ma-
terial vhodny k testovani. Kromé mozkomisniho moku
byly testovany taktéz dalsi druhy materialu, byly vsak
k dispozici ve velmi malém poctu vzorkd. Tyto druhy
materidlu budou k vySetfeni pfijimany, metoda vsak
pro né zatim nemohla byt validovana. Pfedchozi testo-
vani simulovanych vzorkd nesrazlivé krve (data nejsou
prezentovana) ukazalo, Ze nesrazliva krev je téZ vhod-
nym materidlem pro testovanou metodu.

Pouzitim r1t-PCR metodiky se podafilo velmi zkratit
Casovou mnaro¢nost diagnostiky zavaznych invaziv-
nich bakteridlnich meningokokovych, hemofilovych
a pneumokokovych onemocnéni az na hranici péti
hodin. Dfivéjsi diagnostika zaloZena na metodé semi-
nested PCR vyzadovala primérné 9 hodin a kultivac¢ni
vySetfeni 24 hodin.

ZAVER

Metoda rt-PCR detekce DNA Neisseria meningitidis, Haemo-
philus influenzae a Streptococcus pneumoniae byla provéfena
testovanim sbirkovych bakteridlnich kmend i klinic-
kého kultivacné negativniho materialu v Sirokém roz-
sahu. Byly stanoveny validacni parametry metody.
Podle vysledl je metoda vhodna pro testovani vzorkl
primarné sterilniho klinického materidlu, pfedevsim
mozkomisniho moku a nesrazlivé krve. Implemen-
tovand metoda je urCena pro diagnostiku invaziv-
nich bakteridlnich onemocnéni. Molekularni metoda
umoznuje detekci agens v kratsim casovém intervalu
a detekuje i nizkou koncentraci DNA ve vzorku (vcet-
né kultiva¢né negativnich, i nékolik dni po zahajeni
antibiotické terapie) a je doporucovana k rutinnimu
uzivani. Provadéni téchto molekuldrnich vySetfeni ma
velky vyznam, vzhledem ke stale se zvySujicimu pro-
centu invazivnich bakteridlnich onemocnéni kultivac-
né negativnich, laboratorné diagnostikovanych pouze
metodami PCR.
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