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Souhrn

Uvod

Metoda MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie je relativné nova metoda identifikace mikroorganisma,
zaloZena na analyze ¢dasti bunécného proteomu. V poslednich letech prodélala prudky rozvoj a
postupné doplnila a pak i ¢aste¢né nahradila do té doby dlouhodobé ovérené rutinni biochemické
metody. Stala se tak nedilnou sou¢asti mnoha mikrobiologickych laboratofi a s jejim rozsifenim souvisi
i v€asné nasazeni efektivni terapie a ve vysledku zkraceni doby IéCby pacienta. V téch pfipadech, kdy
potfebujeme detailnéjsi charakterizaci mikroorganism(, mizZeme dnes vyuzit celé spektrum dalsich,
predevsim molekularné-biologickych metod, polymerazovou retézovou reakci (PCR) pocinaje, pres
RFLP (polymorfismus délky restrikénich fragment(), sekvenacni analyzu amplikonU ¢asti genu pro 16S
rRNA (16S rRNA), az po celogenomovou sekvenaci.

Cil prace

Pomoci metody MALDI-TOF MS i jinych metod (PCR, RFLP, rozsitena biochemicka identifikace)
charakterizovat a/nebo reidentifikovat vybrané ¢tyfi skupiny infekénich agens (Campylobacter spp.,
Plesiomonas  shigelloides,  Citrobacter  spp.,  Staphylococcus intermedius/Staphylococcus
pseudintermedius). Zvolena agens byla klasickymi metodami identifikace (morfologie, mikroskopie,
biochemické testy) testovana v letech 1950-2015; hlavnim cilem disertacni prdce bylo porovnat
efektivitu plvodnich a novéjsich metod. Posledni skupinu studovanych agens tvofily kmeny Salmonella
spp., dalSim ukolem bylo tyto kmeny zpracovat metodou MALDI-TOF MS, specifikovat sérovar a
vysetfit citlivost k vybranym antibiotiklm.

Vysledky

Metoda MALDI-TOF MS se v porovnani s pfedchozimi rutinnimi biochemickymi metodami ukazala jako
mnohem efektivnéjsi u vsech ctyf skupin vybranych agens (Campylobacter spp., Plesiomonas
shigelloides, Citrobacter spp., Staphylococcus intermedius/Staphylococcus pseudintermedius).
Metoda PCR u kmenl Campylobacter spp. dosahla srovnatelnych vysledkd jako MALDI-TOF MS, ale

Vv

(Citrobacter spp.) se ukazala o néco méné ucinna nez MALDI-TOF MS. Metoda RFLP bezpecéné rozlisila
2 skupiny kmenl velmi podobnych druhQ Staphylococcus intermedius a Staphylococcus
pseudintermedius, které nebyly rozlisitelné biochemicky a/nebo ani MALDI-TOF MS. MALDI-TOF MS
nebyla schopna rozlisit jednotlivé sérovary (Plesiomonas shigelloides, Salmonella spp.). Byla zjisténa
relativné nizka frekvence rezistence k vySetfovanym antibiotikim u izolatd Salmonella spp.

Zavér

MALDI-TOF MS se ukazala jako velmi efektivni metoda v identifikaci mikroorganism(; pfi detailnéjsim
zkoumani daného agens je vSak vhodné ji doplnit dle druhu pfislusSného mikroorganismu i dalSimi
technikami, napf. molekuldrné biologickymi metodami (PCR, RFLP), rozsifenou biochemickou
identifikaci (Farmerova matice), sérotypiza¢nimi technikami.



Summary

Background

MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry)
method for identification of microorganisms appeared not long ago. It is based on analysis of cell
proteome. The method has undergone rapid development recently and it gradually complemented or
even substituted classical routine biochemical methods. It became highly important part of
microbiological laboratories. An increase in its use contributed considerably to starting of effective
therapies timely and resulted in shortening of time needed for medical care. Numerous laboratory
techniques, that are available nowadays, can be applied for more detailed characterization of isolated
microbes, when it is necessary. The molecular-biological methods are of the most importance, namely
polymerase chain reaction (PCR), restriction fragment length polymorphism (RFLP), 16S rRNA gene
sequence analysis or whole gene sequencing (WGS) analysis.

Aims

Four particular groups of infectious agents (Campylobacter spp., Plesiomonas shigelloides, Citrobacter
spp., Staphylococcus intermedius/Staphylococcus pseudintermedius) were described and/or
reidentified by MALDI-TOF MS and other methods (PCR, RFLP, extended biochemical identification).
These agents were identified using classic methods (morfology, microscopy, biochemical tests) in years
1950-2015. The major aim of these studies were to compare efficiency of original and recent methods.
The last group of strains under study consisted of Salmonella spp., additional tasks were to process
these strains with MALDI-TOF MS, specify serovars and examine susceptibility to selected antibiotics.

Results

The MALDI-TOF method appeared as more efficient then original routine methods for all four groups
of selected agents (Campylobacter spp., Plesiomonas shigelloides, Citrobacter spp., Staphylococcus
intermedius/Staphylococcus pseudintermedius). The PCR method achieved analogous results as
MALDI-TOF when applied to Campylobacter spp., but it was more complicated and time consuming.
Extended biochemical identification using Farmer matrix appeared less efficient then MALDI-TOF for
Citrobacter spp. The RFLP method reliably differentiated two groups of very closely related species
Staphylococcus intermedius and Staphylococcus pseudintermedius which could not be differentiated
neither by biochemical methods nor by MALDI-TOF. MALDI-TOF MS could not distinguish between
particular serovars (Plesiomonas shigelloides, Salmonella spp.). The resistance to selected antibiotics
occurred relatively rarely in the group of Salmonella spp. isolates.

Conclusion

MALDI-TOF proved to be very efficient method for the identification of microorganisms, more detailed
investigation of infection agents should by complemented by other methods according to particular
species, such as molecular biology techniques (PCR, RFLP), extended biochemical identification
(Farmers matrix) or serotypisation.
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1. Uvod do problematiky - metody identifikace mikroorganism(i v sou¢asnosti.

Detailni charakterizace mikroorganism( véetné identifikace je dlilezitad nejen z hlediska
jejich klasifikace a taxonomie, ale je nezastupitelna i v mnoha dalSich odvétvich naseho Zivota
se specidlnim dlrazem na oblast zdravotnictvi, kdy presné a rychlé urceni plvodce daného
infekéniho onemocnéni s naslednym vySetfenim citlivosti k antimikrobnim [dtkam je
nezbytnym podkladem pro ucinnou a adekvatni l1é¢bu. Na stranu druhou, a zvlasté pak u
nékterych skupin nemocnych, mlze mit nesprdvné provedeny ¢i protrahovany pruikaz

etiologického agens i fatalni dUsledky.

Pti identifikaci mikroorganismd, tj. pfi popisu jejich genetickych a metabolickych
vlastnosti, jsou nyni pouzivany metody, které se jiz dfive osvédcily v molekularni biologii (napft.
metody odvozené od PCR), imunologii (ELISA, imunofluorescenéni metody, atd.) a biochemii

(napf. méfeni enzymovych aktivit) a metody fyzikalné-chemické (nap¥. spektrometrie).
Metody identifikace/charakterizace mikroorganism( v soucasnosti:

e klasické metody (fenotypové): morfologie, kultivace, mikroskopie (svételn3,
fluorescencni, elektronova), biochemické testy véetné komercnich mikrotestl (napf.
systém API, Vitek, MicroScan, Biolog). Tyto metody se pouZivaji dodnes, nékteré spise
jako dopliikové a/nebo ve specidlnich pfipadech (douréeni kmene, detailni
biochemicka identifikace, dourceni sérovaru atd).

e MALDI-TOF MS - moderni, spolehliva metoda krychlé a presné identifikaci
mikroorganismu, je fazena mezi proteomické metody (1)

e genotypové metody - molekularné biologické metody: DNA-DNA hybridizace, metody
zalozené na amplifikaci nukleovych kyselin - PCR, multiplex PCR, real time-PCR (rt-PCR),
sekvenacni analyza 16S rRNA, celogenomova sekvenace WGS a mnoho dalSich.

e typizacni metody — sérotypizace, fagotypizace, PFGE (podrobna charakterizace kmenu
na Uroven sérotypU, fagotypu a epidemiologicky vyznamnych kmen)

e imunologické metody — ELISA, ELFA, imunochromatografie

e dalsi metody: FAME (analyza mastnych kyselin), analyza mykolovych kyselin,

Ramanova spektrometrie

11



1.1. MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS (matrix assisted laser desorption/ionization — time of flight, mass
spectrometry) = ionizace/desorpce laserem za pfitomnosti matrice v kombinaci s detektorem
doby letu je pGvodné fyzikdlné-chemicka metoda, ktera byla zpocatku vyvinuta pro analyzu

peptidl a proteind.

1.1.1. Historie

Prvni zminka o pouZiti hmotnostni spektrometrie pro charakterizaci mikroorganisma
resp. bakterii pochazi jiz z roku 1975 (kombinace pyrolyzy a hmotnostni spektrometrie)(2).
V 80. letech minulého stoleti zhruba ve stejnou dobu dva védecké tymy ohlasili metodu
»meékké” (soft) desorpce ionizace laserem (tvrda ionizace je napf. proud elektron().
V Némecku se touto problematikou zabyvali Franz Hillenkamp a Michael Karas, ktefi jako
ochranu proteind pred poskozenim laserem poufzili tzv. matrici, v tomto pfipadé organickou
slouceninu (3); vJaponsku Koichi Tanaka jako matrici pouZil ultrajemny kovovy prasek a

glycerol, za coz mu byla v roce 2002 udélena Nobelova cena (4, 5).

V roce 1986 byla jako matrice vyuzita dnes hojné vyuzivana kyselina skoficova resp. jeji

derivaty (6), v roce 1991 kyselina 2,5 dihydroxybenzoova (7).

V roce 1996 byla metoda MALDI-TOF MS poprvé vyuzita pro identifikaci, nejprve byla
ziskdna velmi nekvalitni spektra a metoda se jevila jako obtizné reprodukovatelna a vyuziti
této metody se predpokladalo spiSe ve vyzkumu (8). Soucasné byla vyvinuta metoda pro
identifikaci bakterii na zakladé srovnani referencniho a hmotnostniho spektra vzorki pomoci

biomarkeru s vysokou intenzitou protein( spolecnych pro rod a druh (9, 10).

Do klinické praxe se tato metoda dostala pred vice nez 10 lety a zpUsobila doslova

prevrat v identifikaci mikroorganismu v rutinnich mikrobiologickych laboratorich (11, 12).

1.1.2. Princip metody

Zakladem metody je ionizace (vzorku) pomoci laseru resp. laserového pulsu za
pfitomnosti matrice (Casto kyselina skoficova) a souc¢asna desorpce (uvolnéni iontl vzorku),
to vSe ve spojeni s detektorem doby letu, ktery zaznamendava prlichod iontd. Molekuly
zkoumaného vzorku nejsou Stépeny, ale ionizovdny, pfiéemz ionty mohou byt ddle

degradovany, spektrum takto vznikajicich iontd o rizné hmotnosti je analyzovano.

12



V pripadé metody MALDI-TOF MS jsou ionty generovany bombardovanim vzorku
s prisluSnou matrici fotony z odpovidajiciho zdroje zareni, nejcastéji pulzniho UV laseru (ve
vétsiné pripadu je pouzivan N3 laser s vinovou délkou zareni A = 337 nm a typickou frekvenci
20-50 Hz); ionty jsou pfi detekci separovany podle hmotnosti (presnéji m/z, m = hmotnost, z
= naboj) tj. podle rozdilné rychlosti pohybu, nabité molekuly dorazi k detektoru doby letu v
raznych ¢asech na zakladé jejich hmotnosti - lehéi molekuly Iétaji rychleji, tj. dorazi k detektoru
(13). Pro identifikaci mikroorganizm( jsou dulezité ribosomdalni proteiny poskytujici
charakteristicky profil vznikajicich iontl a dostatec¢nou intenzitu signalt (14), které tvoti az

21% celkového proteinového obsahu buriky (15).

Obrézek 1a. Pfistroj MALDI-TOF MS microflex™ Bruker Daltonic (SZU, Praha)

13



Obrazek 1b. Princip MALDI-TOF MS (podle 16)
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1.1.3. Priprava vzorkl

Pavodni postupy predpokladaly izolaci bunécnych frakci a jejich naslednou analyzu.
V soucasnosti je metoda natolik zdokonalena, Ze umoZziiuje ziskavani celobunéénych spekter,
(Intact Cell Mass Spectrometry, ICMS) kdy je na MALDI desticku z nerezové oceli deponovana

primo bakterialni kultura z kultivacniho media prekryta nasledné organickou matrici (7, 8).

Metoda pfima je vhodna pro vétsSinu bakterii (Prokaryota) a pfipadné pro kvasinky.

Vychozim materidlem je standardné narostla bakteridlni kultura (18-24 h, u pomalu

14



rostoucich kolonii za 48 h). Vlastni pfiprava vzorku spociva v naneseni (tj. rozetteni) kultury na
desticku (staci jen velmi malé mnoZstvi) a z nasledného prekryti malym mnozstvim organické
matrice (zpravidla 1 pul). VétSinou se jako matrice pouZivaji organické kyseliny — 2,5-
dihydroxybenzoova kyselina (DBH), kyselina 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficova (SA, kyselina
sinapova), a-kyano-4-hydroxyskoficova (HCCA), 3-methoxy-4-hydroxyskoficova (FA, kyselina
ferulova), viz obr. 2. Po zaschnuti je vzorek pfipraven k identifikaci, tj. je mozno destic¢ku vloZzit
do pfristroje a mérit MS spektrum. Matrice absorbuje vétSinu dopadajici energie a smés se
vzorkem je prevedena do plynného stavu, v némz dochazi k pfenosu naboje mezi matrici a
vzorkem a vzniku iontd. Typickymi produkty ionizace jsou jednou protonizované molekuly,
zatimco vicenasobné protonizované molekuly a klastry se béiné vyskytuji s intensitou o
nékolik radud nizsi. Vzhledem k jednoduché protonizaci se vyskytuji intenzivné ionty s vysokym

pomérem m/z; pfi detekci mikroorganism jsou vyuZivany oblasti m/z 103-10% Da (13).

Obrazek 2. Strukturni vzorce nejcastéji pouzivanych matric v hmotnostni spektrometrii
(1-DBH, 2-SA, 3-HCCA, 4-FA)

COOH CH;0 COOH COOH
OH m
CN
HO HO
HO

OCHyg

1 2 3

CH,0 COOH
HO: :

4

Technika pfripravy vzorku na desti¢ce (obr. 3) musi odpovidat technice pouzité pfi
méreni referencnich spekter; v opaéném pripadé mohou vymizet nékteré charakteristické
signaly. Pro ziskani téchto signdll je tfeba dodrzovat standardni podminky od kultivace vzorku

az po findlni méreni spektra.
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Obrazek 3. Desticka na fixaci vzorku pfi MALDI-TOF MS (MALDI target plate), 96 pozic (spotl)

Pro Gram pozitivni bakterie pfip. kvasinky s ohledem na odliSnou stavbu bunécéné stény
je moZné vyuZit metody pfimé s mezikrokem s kyselinou mravenci (HCOOH), ktera narusi
bunécnou strukturu. Metoda je nékdy laicky nazyvana jako , semiextrakéni metoda. Postup
je stejny jako u prfimé metody, pred prekrytim matrici se na vzorek na desti¢ce nanese 0,7 pl

70% kyseliny mravenci (17).

Metoda extrakéni, zaloZzena na proteinovych extraktech, je vhodna pro mykobakterie,
nékteré Gram pozitivni bakterie (napf. aktinomycety nebo korynebakterie), kvasinky a vlaknité
houby (18, 19, 20, 21). Pri extrakci intracelularnich proteind se pouziva predevsim etanol a

70% kyselina mravenci.

Pro vlaknité houby je doporucena kultivace kmen( v tekutém médiu ve zkumavkach,

které jsou umistény v rotatoru i ve tfepacce a ndsledné provedeni extrakéni metody (22).

1.1.4. Analyza hmotnostnich spekter

V minulosti bylo ziskani hmotnostnich spekter pro vytvoreni databaze znacné
komplikované a zahrnovalo mnoho matematickych operaci (13). V soucasnosti je
matematické zpracovani signdlu pro ucely diagnostiky plné automatizovdno a vysledkem je

charakteristické spektrum, které se porovnava s databazi (obr. 4).
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Obrazek 4. Priklad hmotnostnich spekter tfi rlznych druh( rodu Campylobacter (A. C. hyointestinalis
CNCTC 7378T; B. C. coli CNCTC 73777; C. C. jejuni susp. jejuni CNCTC 7365")
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1.1.5. Identifikace mikrobidlnich izolatd

Zdrojem signdld jsou lipopeptidy, peptidy, proteiny a oligonukleotidy; nejvyssi
intenzitu vykazuji ribozomadlni proteiny, event. proteiny bunéénych stén. Vysledkem je
charakteristické spektrum, umoznujici uréeni daného druhu. V fadé pfipadl lze v takto
ziskanych spektrech identifikovat specifické biomarkery umoziujici subspeciaci v ramci

daného druhu.

Vlastni identifikace pak probihd porovnanim biomarkerovych signal(i s databazi spek-
ter (tzv. knihovnou spekter), hodnota skére udava miru pravdépodobnosti spravné

identifikace zkoumaného vzorku/izolatu a je vyjadifena Ciselnou hodnotou, viz tabulka 1.
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Tabulka 1. Vyhodnoceni identifikace dle hodnoty skére MALDI-TOF MS

Rozsah skore Popis Oznaceni Barva

2.300 ... 3.000 | vysoce pravdépodobna identifikace do druhu (++4) zelend

vysoce pravdépodobna identifikace do rodu,
2.000 ... 2.299 (++) zelena
pravdépodobnd identifikace do druhu

1.700 ... 1.999 | pravdépodobna identifikace do rodu (+) Zluta

e |dentifikace Gram negativnich bakterii z fadu Enterobacterales metodou MALDI-TOF
MS je zpravidla velice spolehliva a presna bez specialnich extrakénich metod (23, 24).
U nefermentujicich gramnegativnich tycinek se zvySila presnost identifikace
z plvodnich 65 % na uroven druhu (24) na témér 83 % (25).

e Gram pozitivni bakterie: MALDI-TOF MS umozZiuje identifikaci vSech stafylokok
izolovanych v klinické praxi v souvislosti s humannimi infekcemi, takze pouZiti znamych
testl, jako je napfiklad volnd nebo vdzana koaguldza, jiz neni zpravidla nutné (26).
Beta-hemolytické streptokoky jsou identifikovany relativné snadno, zatimco rozliseni
vyskytuji problémy predevsim s rozliSenim kmenU Streptococcus pneumoniae od
streptokokl viridans patficich do skupiny Mitis. VétSina studii prokdzala, Ze tyto
problémy mohou byt prekondny rozSifenim databaze o dalSi spektra obtiznéji
rozlisitelnych druht streptokokl (27, 28, 29). Grampozitivni bacily a aktinobakterie,
véetné identifikace druh( rodu Mycobacterium, predstavuji dalsi oblast velkého
uspéchu aplikace MALDI-TOF MS (26). Studie autort Jadhav et al. (30) hodnotila
spolehlivost identifikace souboru izoldtl Listeria monocytogenes kultivovanych na
raznych typech médii. Spolehlivé identifikace na rodové resp. druhové urovni bylo
dosaZeno u vétsiny izolatl (30).

e |dentifikace anaerobnich bakterii pomoci biochemickych metod je obtizna. Studie
Handala et al. (31) byla zaméfrena na vyhodnoceni spolehlivosti identifikace pomoci

MALDI-TOF MS ve srovnani s 16S rRNA sekvenovanim nejbézinéjsich klinicky
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relevantnich anaerobnich bakterii, vcetné Bacteroides spp., Clostridium spp.,
Prevotella spp., Fusobacterium spp. a Gram pozitivnich anaerobnich kok(. Autofi
uvedli, Ze metoda MALDI TOF MS spravné identifikovala asi 95 % anaerob( na uroven
rodu a 87 % na druhovou uroven, s chybami identifikace hlavné mezi non-fragilis
Bacteroides spp. a Gram pozitivnimi anaerobnimi koky. MALDI-TOF MS se obecné
ukazala jako uspésny zplisob pro identifikaci anaerobd (31, 32, 33).

Rod Candida: V rozsahlé studii byla MALDI-TOF MS vyuZita k charakterizaci izolat( rodu
Candida z rGznych klinickych materidld s velmi dobrym vysledkem (26), metoda
MALDI-TOF MS byla velmi Uspésna pfi identifikaci kvasinek z vulvovaginitid (35).
Identifikace mikromycet: V mnoha klinickych laboratofich je identifikace kvasinek a
vldknitych hub stdle zavisla na fenotypovych nebo molekularnich metodach, které jsou
Casové narocné, ndrocné na prdci a nékdy neucinné (36, 37). Metoda MALDI-TOF MS
byla pro rutinni mykologickou diagnostiku zejména vlaknitych hub pfijimana jen velmi
pomalu (38). Nicméné nedavna studie Walkové et al. (22) na dermatofytech prokazala,
ze vysledky identifikace metodou MALDI-TOF MS prevySuji Uspésnost konvencni
morfologické (fenotypové) metody. Nejspolehlivéjsi metodou identifikace u vldknitych
hub zUstavaji vSak molekuldarné genetické metody - sekvenace tzv. vnitfnich
prepisovanych mezernikd (ITS) oblasti rDNA (38); tyto metody jsou ale ekonomicky
nakladné a naroc¢né na provedeni, a tudiz nejsou na rozdil od metody MALDI-TOF MS
ve vétsiné klinickych laboratofi bézné dostupné (22).

Identifikace vird je obtiZznéjsi nez napf. u bakterii. Virovych proteind vhodnych pro
identifikaci je méné a dosaZeni jejich dostate€ného mnozstvi vyZzaduje kultivovani in
vitro na specifickych bunécnych liniich. Tento postup zvysuje riziko, Ze vysledna smés
proteinl mlzZe byt kontaminovana jak proteiny z bunék pfi kultivaci, tak event.
kontaminanty z okoli. Navic takovy postup vyZzaduje mnohem vice prace, ¢asu a zvysuje
cenu identifikaci. Jednou z dalSich prekazek je molarni hmotnost virovych protein(
(Casto vice nez 20 kDa), které se tak svym rozpétim vymykaji béznému rozsahu
molarnich hmotnosti v MALDI Biotyperu. Pres uvedené obtize jsou rdzné pristupy pro
identifikaci virh metodou MALDI-TOF MS uzZ fadu let testovany (39, 40, 41, 42, 43).
Teprve v poslednich letech se vSak podafilo tuto metodu uvést na takovou Uroven, aby
mohlo byt uvazovano o jejim vyuziti v laboratorni praxi klinické virologie (44, 45, 46).

Zcela recentni jsou vysledky naznacujici, Ze by tato technika mohla vyuZita pfi
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detekovani pritomnosti SARS-CoV2 (47). Nicméné, rutinni identifikace vird metodou

MALDI-TOF MS je vSak stale otdzkou budoucnosti (48).

1.1.6. PouZitelnost MALDI-TOF MS

Celosvétové se kromé MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, Brémy, Némecko) pouZivaji
komercni systémy Andromas (Andromas, Pafiz, Francie), Saramis/Vitek MS (bioMérieux,
Marcy I'Etoile, Francie) (30, 22). Pro rutinni mikrobiologii jsou k dispozici dva hlavni nastroje

MALDI-TOF MS - MS Bruker Daltonics a Shimadzu (49).

V databdzi spekter pristroje Bruker MALDI Biotyper je aktudlné okolo 7000 polozek
(Prokaryota i Eucaryota), z toho je pfiblizné 800 Eukaryot (prevainé kvasinky a vlaknité
houby), soucasti knihovny muize byt specidlni SR databdze (Security Relevant Library)
obsahujici profily spekter biologickych Ciniteli skupiny 3, jako jsou napf. Bacillus anthracis,
Clostridium botulinum, Francisella tularensis, Salmonella Typhi, Shigella dysenteriae Typ 1,

Vibrio cholerae, Yersinia pestis.

Rychlost a spolehlivost identifikace je zvlasté potfebna pfi akutnich pripadech v klinické
mikrobiologii, napf. mozZnost rychlé identifikace pfi pozitivni hemokultivaci a zajisténi
adekvatni antibiotické terapie (50) a ve vysledku zkraceni doby pobytu v nemocnici a snizeni
nakladl na hospitalizaci (51). Rychla identifikace zvlast nebezpecnych mikroorganismu také

predstavuje ucinny nastroj v boji proti bioterorizmu (52).

V poslednich cca 10 letech je MALDI-TOF MS metoda testovana jako ndstroj pro
urCovani rezistence vici antibitikim a také markerG rezistence u bakterii (53, 54). V
soucasnosti je vyuzivana k prikazu karbapenemazové aktivity u enterobakterii (resp. Gram
negativnich bakterii produkujici karbapenemazy) (55), kdy se zjistuje pfitomnost specifickych
vrcholl vzniklych pfi rozstépeni antibiotika meropenemu. Pfitomnost/nepritomnost téchto
vrchold pak indikuje produkci/absenci enzym( — karbapenemdz ve vySetfovaném kmeni.
Rezistentni kmeny nékolika ¢asto se vyskytujicich patogent byly detegovany po modifikacich
metody: simultanni detekce charakteristickych m/z vrcholi MALDI-TOF MS u rezistentniho ve
srovnani s profilem susceptibilniho/citlivého kmene (56) nebo stanoveni rozdild v ristové

rychlosti bakterie pfti kultivaci za pfitomnosti testovaného antibiotika a bez néj (57) rozlisily
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oba typy kmenu. Stanoveni dalSich rezistentnich bakterii, resp. dalSich typu rezistence, pomoci
MALDI-TOF MS na zdakladé jejich specifickych marker( (MRSA, VRE, resistence ke kolistinu) v
rutinni diagnostice je zatim ve vyhledu, v soudasnosti je omezeno spiSe na lokalni

epidemiologické ucely (58, 59, 60).

1.1.7. Uskali metody a jeji limity

Pti kultivaci je doporuceno pouzivat vidy stejné médium a stejné rlistové podminky,
nicméné vSechny tyto podminky vykazuji jen velmi malé variace vzhledem k typ{m signal( —
témér vSechny piky jsou reprodukovatelné. Jestlize jsou Petriho misky s kmeny skladovany
okolo 4°C, kvalita spekter se zhorsuje (béhem nékolika dni), vhodnéjsi je uloZeni pfi laboratorni

teploté, ale vidy je nutno preferovat materidl Cerstvy.

Spravné identifikace nelze dosahnout, pokud je vzorek smésny (61) nebo poskytované
signaly nejsou dostatecné rozdilné, tj studované kmeny maji velmi podobny proteom; v
extrémnim pripadé neni identifikace moznd, napt. absence rozliseni rliznych druh( shigel od
druhu E. coli. Jejim divodem je genetickd shoda obou dfive ustanovenych druh(, nebot
molekuldrné genetické analyzy prokazaly, Ze se jedna o jeden mikroorganismus (62). Pro ucely
klinické a epidemiologické stale rozliSujeme ¢tyfi druhy rodu Shigella a E. coli; rozliseni téchto
agens (E. coli x Shigella spp.) pomoci MALDI-TOF MS je ve zvlastnich pripadech mozné, ale

pouze pfi pouziti pokrocilého softwarového nastroje (63).

Na MALDI-TOF desticku je tfeba nandaSet velmi malé mnoiZstvi kultury, aby nedoslo
k zahlceni detektoru. Nékdy je problém se suchymi, rozpadavymi koloniemi, které Spatné
pfilnou k povrchu desticky a nelze je rovnomérné rozprostfit po celém spotu (viz. obr. 3).
Obtize se mohou vyskytnout i skoloniemi mukdznimi, které obsahuji velké mnoiZstvi
polysacharidli, které pak pfi méreni interferuji svlastnimi proteiny zkoumaného

mikroorganismu.

K uskalim této metody lze pfiradit i problematiku rozpoznani sérotypl u nékterych
Gram negativnich bakterii, na jejichz povrchu se nachazeji antigenni polysacharidové
struktury, napf. u fadu Enterobacterales - typicky salmonely, E. coli, u Celedi Vibrionaceae aj.;

podle téchto struktur rozliSujeme druhy do tzv. sérotypd. Metodou MALDI-TOF MS zatim neni
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mozné jednotlivé sérotypy od sebe odlisSit (64). ZhorSena rozliSovaci schopnost mUize byt
v tomto pripadé vysvétlena vyssi ucinnosti této metody pfi ziskavani charakteristickych pik(
m/z pro proteinové bunécné slozky (predevsim ribozomalni proteiny) nez pro jiné, napf.

sacharidové nebo lipidové biomolekuly.

1.1.8. Vyhody metody
Metoda MALDI-TOF MS nachdzi zejména v poslednich letech oblibu u stale se

rozsifujici uzivatelské zakladny, kde oceriovana pro celou skalu nespornych vyhod:

a) velmi rychld identifikace mikroorganismd fadové v minutach az desitkdch minut,
metoda nevyZaduje pfi identifikaci Zadné predbéziné testovani, tj. barveni dle Grama,
oxidazové, kataldzové testy apod., ani ndvrh a vybér specifickych reaktantd (napf.
primerU v pripadé PCR);

b) vysoka citlivost — staci velmi malé mnozstvi kultury

c) vysoka spolehlivost identifikace pti pouziti dostate¢né robustni databaze, rozliseni i
mezi pfibuznymi druhy;

d) ciselné vyjadreni pfesnosti identifikace (tzv. skére)

e) nizka cena méreni (odhlédneme-li od pofizovaci ceny pfistroje).

1.2. Ostatni metody identifikace mikroorganismu.

Souhrn ostatnich metod zndazorfiuje obrazek 5; kombinaci rlznych laboratornich
technik pfi identifikaci nazyvdme polyfazova taxonomie (66), tj. taxonomie zaloZzena na
kombinaci udaji ziskanych rGznymi technikami identifikace a vyuZivajici fenotypové,
genotypové i fylogenetické informace (65). Tento polyfazovy ptistup je nyni obecné rozsireny
pfi popisu novych mikroorganismui a také drive popsané organismy jsou nyni reklasifikovany

a znovu zarazeny do spravnych taxon( (67).
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Obrazek 5. Metody identifikace mikroorganisma (upraveno podle 65, 66)
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1.2.1. Klasické identifikaéni metody

1.2.1.1. Mikroskopie

Mikroskopicky preparat poskytuje prvotni informaci pfi identifikaci bakterii na zakladé
morfologie zkoumaného mikroorganismu daného Gramovym barvenim. Barveni dle Grama je
v bakteriologii zcela zasadni. Bakterie se diferencuji na Gram negativni a Gram pozitivni (pfip.
Gram labilni) a dle tvaru na tycinky (zahnuté, rovné, kyjovité), koky, spiraly, vliakna, pripadné

usporadani do dvojic, shlukd, retizk( aj.

Dalsi techniky barveni jsou - barveni dle Ziehl-Neelsena (barveni acidorezistentich
mikrobll) pro rod Mycobacterium, Giemsovo barveni — napfr. prikaz malarie, barveni

chlamydii, mykoplazmat aj, tuSova metoda dle Burriho — zndzornéni pouzder nékterych
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bakterii ¢i kryptokokud a dalsi. Nativni preparaty se v bakteriologii vyuZivaji pouze vyjimecné,
napft. u listerii (sledovani motility) nebo u treponemat, fluorescenéni mikroskopie se pouziva
napf. pfi sledovani mykotickych hyf. Elektronova mikroskopie se vyuziva predevsim k prikazu

vird.

1.2.1.2. Biochemické identifikacni testy
Je detekovana metabolicka aktivita dané bakterie na urcitém substratu (ve zkumavce
¢i mikrozkumavce) a sledovan vysledny produkt metabolismu. Ten je zpravidla vyjadien

barevnou zménou média za pritomnosti indikatoru. Odtud i hovorovy nazev , pestrd fada“.

Souhrn biochemickych testl a jejich prepokladanych vysledkd pro jednotlivé druhy z

fadu Enterobacterales je uveden v tzv. Farmerové matici (68).

1.2.1.3. Typizacni techniky

Zkoumany mikroorganismus muzZeme charakterizovat i na vnitrodruhové urovni.
Dodnes Siroce vyuZivanou technikou je sérotypizace, kdy je aglutinacni metodou zjistovan
sérotyp/sérovar daného kmene; jedna se o reakci antigenu pfitomného na povrchu
mikroorganismu a protilatky (sérum), béiné u zdastupcl radu Enterobacterales (rody
Salmonella, Shigella, Yersinia, druh E. coli a dalsi). Jinym druhem sérotypizace je tzv. Quellung
reakce (Neufeldova reakce) — bobtnani bakteridlnich pouzder v pfitomnosti specifického
antiséra, typicky u druhu Streptococcus pneumoniae. Dalsi typizaéni technikou je fagotypizace,
rozliSeni vySetfovanych kment pomoci jejich riizné citlivosti vici specifickym bakteriofagim.

Tato technika se dnes vyuZziva spiSe okrajové nebo pro specialni Gcely.

1.2.2. Vybrané molekuldrné biologické identifika¢ni metody

1.2.2.1. DNA-DNA hybridizace (reasociace).
Dvousroubovice DNA znamého druhu (dsDNA = double stanged DNA) je denaturovana
(nejcastéji teplotou), dojde k rozpojeni obou retézcli (ssDNA single stranged) a nasledné je

reasociovdna sDNA nezndmého druhu a vzniku tzv. heteroduplexi. Cim hGfe se
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heteroduplexy tvofi (¢i naopak, ¢im snaze se heteroduplexy disociuji), tim mensi je mira
genetické pribuznosti u obou zkoumanych organismu (69). Dnes je tato metoda vyuzivdna
v nékterych  komercénich  kitech zaloZzenych na hybridizacnich metodach (napf.

https://www.micro-ident.de/en/products/technology/).

1.2.2.2. PCR (Polymerazova rfetézova reakce)

Metoda rychlého namnozZeni neboli amplifikace pozadovaného Useku DNA in vitro za
vzniku tzv. amplikonu. Velkym benefitem je zejména to, Ze mnozstvi plvodni DNA muze byt
extrémné malé, coz je vyhodné zejména u starsich vzorkl z krve, spermatu, chlup(, vlast, u
muzejniho materidlu a podobné. Velmi dllezity je vybér primeru (= kratky usek DNA neboli
oligonukleotid) nezbytnych pro zahdjeni i pro ukonceni syntézy DNA. Vysledkem je velké
mnozstvi kopii plvodni sekvence DNA. Analyzu vyslednych fragment( provadime zpravidla na

agarozovém gelu.

Objev metody PCR znamenal revoluci v molekuldrni biologii, nebot do urcité miry ji
vyuziva vétsSina pokrocilejSich molekularné genetickych metod. Metoda byla hypoteticky
popsana jiz v roce 1971 (70), objev PCR je obecné ptipisovan K. Mullisovi (71), ktery za objev
PCR ziskal v roce 1993 Nobelovu cenu (72).

Modifikaci je metoda Real Time PCR, pfi které se zjistuje mnoZstvi produktu v redlném

case, tzv. kvantitativni PCR (QPCR), dllezita pro zkoumani genové exprese.

Metoda rep-PCR vyuzivd (GTG)s specifického primeru s amplifikaci opakujicich se

sekvenci (73, 74).

1.2.2.3. RFLP (Polymorfismus délky restrikénich fragmentu)

Sté&peni DNA pomoci specidlnich enzymd, tzv. restrikénich endonukledz (napf. EcoR1).
Tyto enzymy rozpoznavaji specifické sekvence nukleotidi a na jejich zakladé provadéji
odpovidajici rozStépeni dvouvldknové DNA. Pocet a velikost ziskanych fragmentd zavisi na
poCtu a rozmisténi rozpoznavané cilové sekvence. Na odliSnostech v poctu a hlavné v
rozmisténi cilovych sekvenci (velikosti ziskanych fragmenti) je pak zaloZzeno porovnavani

kmenU pro epidemiologické a identifikacni ucely. Separace ziskanych fragment( se nejcastéji
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provadi pomoci elektroforézy agarézového gelu. Casto se tato metoda vyuZivala napt. pfi

mapovani genomu (75).

PCR-RFLP — pomoci primerd amplifikujeme nejdfiv pouze urcitou c¢ast genomu,
vysledné amplikony pomoci restrikéni endonukldzy rozstépime na fragmenty a nasleduje opét
separace téchto fragment(l na agardézovém gelu. Zasadni je vybér spravné restrikéni

endonukleazy a spravného genu.

1.2.2.4. 16S rRNA analyza

Porovnavame nukleotidové sekvence pouze jednoho genu - gen pro 16S rRNA, kterd
tvofi kostru prokaryotické malé 30S ribozomalni podjednotky, a obsahuje Useky jak
konzervované tak variabilni. Z konzervovanych Usek( jsou navrZeny primery a porovnavaji se
variabilni ¢asti. Geny, které tuto RNA koéduji, se pouzivaji pti fylogenetickych rekonstrukcich
diky pomalym rychlostem vyvoje tohoto genu. Sangerovou sekvenalni metodou ziskame
sekvenci, kterd se porovna se sekvencemi uloZzenymi na serveru BLAST a kde je jednotlivym

sekvencim vidy pfifazen urcity bakterialni druh/rod (76).

1.2.2.5. Celogenomova sekvenace

Celogenomova sekvenace pro ucely identifikace mikroorganism( se v soucasnosti
provadi metodami sekvenovani nové generace (NGS — next-generation sequencing). DNA
cilového organismu je fragmentovana (vznikne tzv. knihovna) a vzniklé fragmenty jsou pak
sekvenované nékterou z metod NGS. Vysledkem je soubor milionQ kratkych usek( tzv readd.

Ready se prekryvaji a tak je cely genom sekvenovan mnohonasobné (tzv. hloubka sekvenovani

vvvvv

Pro dalSi zpracovani ma zasadni vyznam délka read( a kvalita (pravdépodobnost, ze
jednotlivé nukleotidy byly uréeny spravné). Technologie poskytujici kratké (typicky 100-250
bp) vysoce kvalitni ready, jako je lllumina, se hodi pro presnou rekonstrukci jednotlivych gend,
pro uréeni architektury genomu a hledani plasmidud jsou vhodné delsi (10000 bp), i kdyZz méné

kvalitni ready, které poskytuje Oxford Nanopore a PacBio.
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Prekryvajici se ready jsou pak in silico (specidlnimi softwary) poskladany do vétsich
usekl tzv. kontigl, které v pfipadé dlouhych readl predstavuji cely genom, v pfipadé kratkych
jeho podstatnou ¢ast. Casto je viak nutné sporné Useky jesté presekvenovat Sangerovou
metodou (problémem jsou dlouhé repetitivni sekvence, pokud jsou rozmistény na vice
mistech genomu). Pro stanoveni zmén jednotlivych nukleotidli (SNP — Single-nucleotide

polymorphism) se kratké ready srovnavaji s referencni sekvenci (77).

1.3. Charakteristika studovanych agens
1.3.1. Campylobacter spp.

Zastupci rodu Campylobacter jsou jednou z hlavnich pfi¢in prijmovych nemoci na
celém svété (78, 79). V radmci rodu Campylobacter se druhy Campylobacter jejuni a
Campylobacter coli podileji na vétSiné lidskych infekci, vzacné mohou vyvolat i zdvaziné
poinfekéni stavy jako je Guillain-Barré syndrom a reaktivni artritida (80). Kampylobaktery jsou
primdrné zoonotické, s rliznymi zvitecimi rezervoary — stfevni trakt divokych a domacich zvitat
(81, 82, 83, 84, 85). Konzumace cerstvého nepasterizovaného mléka a nespravné uvarenych
dribezich produktl jsou hlavnimi rizikovymi faktory lidskych infekci (86), zejména u

imunokompromitovanych pacientt (87).

Kampylobaktery jsou gramnegativni zakfivené tycky, patfici mezi kultivaéné naroéné,
druhy C. jejuni a C. coli jsou striktné mikroaerofilni, tj. vyzadujici nizsi koncentraci kysliku (88).
Kampylobaktery jsou kataldza i oxiddza pozitivni (88), jinak jsou povazovany za biochemicky
neaktivni (89). Obvykle jsou diagnostikovany izolaci organismu na selektivni médium a
identifikované fenotypovymi testy; identifikace druh( vSak na zakladé vysledku

biochemickych testl neni ¢asto spolehliva a dava kontroverzni vysledky (90).

1.3.2. Plesiomonas shigelloides

P. shigelloides je potencialni stfevni patogen; byva spojovana s prljmovymi vétsinou
nepfilis zavaznymi onemocnénimi, které se vyskytuji nej¢astéji v rozvojovych a / nebo
tropickych zemich (91, 92). Gramnegativni oxidaza pozitivni tycka, ma nékteré vlastnosti
shigel, véetné antigent (z tohoto divodu je druhové jméno ,shigelloides”; 88); byva izolovana
z vody, pldy a je rozsifena u mnoha druh zvirat (93). Typizace plesiomonad se provadi podle

mezinarodniho antigenniho schématu (94).
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1.3.3. Citrobacter spp.

Zastupci rodu Citrobacter se bézné vyskytuji v ptidé, vodé i stfevnim traktu zvirat (95)
i u lidi v gastrointestinalnim traktu. Gramnegativni kataldza negativni tycky, fazené do radu
Enterobacterales, jsou povazovany za oportunni patogeny (96), mohou vyvolat infekce
v urogenitalnim traktu, v plicich, v krvi, mozkomisnim moku i v ranach (97, 98). Jsou primarné

rezistentni k cefalosporinim 1. a 2. generace (88).

1.3.4. Staphylococcus intermedius/S. pseudintermedius (S. intermedius-group, SIG)

Druhy rodu Staphylococcus jsou grampozitivni, kataldza pozitivni koky, mezi které patti
jeden z nezndméjSich a nejcastéji se vyskytujicich lidskych patogenl S. aureus (,zlaty
stafylokok”). S. intermedius byl poprvé popsan v roce 1976 ¢eskym mikrobiologem Vaclavem
Hajkem (99). Jiz Hajek vSak upozorfioval na fenotypovou variabilitu uvnitf tohoto druhu, coz
bylo i pozdéji potvrzeno popisem dalSiho velmi podobného druhu S. pseudintermedius (100).
Oba tyto druhy jsou spolu se S. delphini (101) a neddvno popsanym S. cornubiensis (102)
koagulaza pozitivni (stejné jako S. aureus). Zcela recentné byl popsan S. ursi (103), ktery je
ovsem koaguldza negativni, nicméné vSechny tyto druhy jsou v soucasnosti zafazeny do
skupiny oznacované jako SIG (Staphylococcus intermedius-group). Zastupci této skupiny jsou
zoonotické patogeny, jsou hlavni soucdsti kozni mikrobioty rlznych organismi schopnych
zpUsobovat rlizné infekce u zvifat (104) a byl prokazan prenos S. pseudintermedius ze zvitat

(pst a kocek) na clovéka (veterinarni personal, majitelé zvirat; 105, 106,107).

1.3.5. Salmonella enterica subsp. enterica (netyfové kmeny)

Rod Salmonella zahrnuje gramnegativni, kataldza negativni tycky, fazené do radu
Enterobacterales, v soucasnosti ma tento rod pouze 2 druhy — S. enterica a S. bongori. S.
enterica se pak déli do nékolika poddruhd, z nichZ nejpocetnéjsi je poddruh S. enterica subsp.

enterica. V soucasnosti je znamo pres 2500 sérovart salmonel (108,109).

Salmonelové infekce délime dle odliSné patogeneze a klinického obrazu do 2 skupin:
Brisni tyfus a skupina paratyfl, coZz jsou vyhradné lidské infekce, a salmoneldézy —

gastroenteritidy vyvolané zoopatogennimi kmeny salmonel (110).
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2. Cile disertacni prace

- charakterizovat a/nebo reidentifikovat vybrané skupiny infekénich agens (Campylobacter
spp., Plesiomonas shigelloides, Citrobacter spp., Staphylococcus intermedius group,

Salmonella spp) pomoci modernich metod (MALDI-TOF MS, PCR, PCR-RFLP)

- prokazat vétsi efektivitu novych metod identifikace ve srovndni s klasickymi rutinnimi

mikrobiologickymi metodami (biochemie, mikroskopie)

- zjistit antibiotickou rezistenci u netyfovych kmena salmonel izolovanych od lidi

3. Material

3.1. Kmeny

Studované kmeny pochazeji z téchto pracovist:
a) Ceska narodni sbirka typovych kultur:

e rod Campylobacter — 42 izolatli ziskanych v letech 1983-89, z toho 31 izolatu ze stolice,
4 izolaty z trusu zvifat, 7 izolatd neznamého plvodu; 3 typové/referenéni kmeny (C.
jejuni ssp. jejuni CNCTC 7365, C. coli CNCTC 73777, C. hyointestinalis CNCTC 7378)

e Plesiomonas shigelloides — 74 izolat( (véetné typového kmene CNCTC 62997) z rliznych
klinickych vzork, viz Aldova et al. (94).

e rod Citrobacter — 152 izolatu ze stolice, moci, hnisu a dalSich zdrojt, ziskanych v letech
1950-88; 11 typovych kment (C. amalonaticus CNCTC 58447, C. braakii CNCTC 50707,
C. farmerii CNCTC 5082T, C. freundii DSM 30039'", C. gillenii CNCTC 50657,
C. koserii CNCTC 7392", C. murlinioe CNCTC 5066', C. rodentium CNCTC 5064T,
C. sedlakii CNCTC 5068, C. werkmanii CNCTC 50677, C. youngae CNCTC 5038T)

b) Ceska narodni sbirka typovych kultur a/nebo Nérodni referenéni laboratof pro stafylokoky:
e S. intermedius/pseudintermedius — 59 izolatli, 44 humanniho pavodu, 13 izolatl ze

zvirat, 2 typové kmeny S. intermedius a S. pseudintermedius
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c) Narodni referencni laboratof pro antibiotika — konsekutivni izolaty salmonel ze 48
mikrobiologickych laboratofi pfijaté vramci studie antibiotické rezistence u netyfovych
sérovar(l Salmonella spp. v Ceské republice:
e Salmonella enterica subsp. enterica — 637 kmen(, rdzné sérovary; 613 kmenQ
pochazelo ze stolice (98,9 %), 5 kmen( (0,8 %) z krve, 6 kmenu bylo mimostfevniho

plvodu (moc, hnis, vytér z pochvy), 13 kmen( bylo neznamého plvodu.

3.2. Kultiva¢ni média a kity

Columbia krevni agar (CBA, Oxoid, Velka Britanie) s pfidavkem 5% beranni krve
CampyGen kit (Atmosphere Generation System; Oxoid)

Nutrient agar (NA, Oxoid, Velka Britanie)

Mueller- Hinton agar (MHA, Oxoid, Velka Britanie)

Mueller- Hinton bujon (MHB, Oxoid, Velka Britanie)

3.3. Ostatni materidl (matrice, primery, testy, séra)
e Matrice:
1) kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova (Campylobacter spp., Citrobacter spp.,
Staphylococcus intermedius/S. pseudintermedius, Salmonella enterica subsp.
enterica)

2) kyselina 3-methoxy-4-hydroxyskoticova (Plesiomonas shigelloides)
e Primery:
1) Campylobacter spp.

C. coli (velikost amplikonu 364 bp):
F: 5'-AGG CAA GGG AGC CTT TAATC-3’
R: 5°-TAT CCC TAT CTA CAA ATT CGC-3°
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C. jejuni (velikost amplikonu 773 bp):
F: 5°-CAT CTT CCC TAG TCA AGC CT-3’
R: 5-AAG ATA TGG CTC TAG CAA GAC-3’

2) Staphylococcus intermedius/S. pseudintermedius (velikost amplikonu 320 bp):

F: 5-AAA GAC AAA CTT TCA GGT AA-3’
R: 5-GCA TAA ACA AGC ATT GTA CCG-3’

Biochemické zkumavkové testy (Citrobacter spp ; n=40, Farmerova matice, 68):

produkce indolu, methyl red (MR) test, Voges—Proskauertv (VP) test, Simmons citrat
agar, produkce sirovodiku (TSl), hydrolyza urey (mocoviny), test na fenylalanin
deamindzu, test na lysin dekarboxylazu, test na arginin dihydroldzu, test na ornitin
dekarboxylazu, pohyb (36 °C), utilizace malonatu, produkce kyseliny z D-glukdzy,
produkce plynu z D-glukdzy, fermentace laktdzy, fermentace sachardzy, fermentace
galaktitolu (“dulcitolu”), fermentace salicinu, fermentace ribitolu (“adonitolu”),
fermentace  myo-inositolu, fermentace glucitolu (“sorbitolu”), fermentace L-
arabindézy, fermentace raffinézy, fermentace L-rhamndzy, fermentace maltdzy,
fermentace D-xyldzy, fermentace trehaldzy, fermentace cellobidézy, fermentace a-
metyl-D-glukozidu, hydrolyza eskulinu, fermentace mellibiézy, fermentace D-
arabitolu, fermentace glycerolu, fermentace mukatu, utilizace tartratu (tartrate
Jordan’s agar), utilizace acetatu, redukce nitrdtl, ONPG test, produkce Zlutého

pigmentu a fermentace D-manndzy.

komeréni hyperimunni krali¢i séra (Salmonella enterica subsp. enterica; SIFIN, BioRad,

Denka Seiken, Reagensia)
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4. Metody

PCR (Campylobacter spp)

Cilova (Target) DNA byla izolovana pomoci soupravy na pfipravu templatu - Template
preparation kit (Promega). PCR byla provedena v celkovém objemu 25 ul, kazda
jednotliva smés PCR obsahovala ~ 20 ng templatové DNA, 10 pmol/1 kazidého
oligonukleotidového primeru, 10 pl H,0 a 11 pl Master Mixu (Qiagen).

PCR byla provadéna za pouziti termocykleru GeneAmp 9700 (Applied Biosystems) pfi
nasledujicich podminkach: pocatecni denaturace (5 min 95 °C), dvakrat (1 min 94 °C, 1
min 64 °C, 1 min 72 °C), dvakrat (1 min 94 °C, 1 min 62 °C, 1 min 72 °C), dvakrat (1 min
94 °C, 1 min 60 °C, 1 min 72 °C), dvakrat (1 min 94 °C, 1 min 58 °C, 1 min 72 °C), dvakrat
(1 min 94 °C, 1 min 56 °C, 1 min 72 °C), 30 cykl( (1 min 94 °C, 1 min 54 °C, 1 min 72 °C)
a zavérecné prodlouzeni 10 min 72 °C (111). Produkty PCR byly vizualizovédny v 2%
agardézovém gelu (Certified ™ PCR agardza; Bio-Rad) a barvenim ethidiumbromidem (1

ug/ml po dobu 30 minut).

PCR (Staphylococcus intermedius/S. pseudintermedius)

Extrakce genomové DNA vsech izolatl byla provedena pomoci bakteridlni genomické
DNA purifika¢ni soupravy (Sigma-Aldrich) podle pokyn( vyrobce. DNA amplifikace 320-
bp fragmentu genu pta byla provedena v objemu 25 pl obsahujicim koncentraci 0,2
nmol / L oligonukleotidovych primer( s hlavni smési Taqg DNA polymerdzy (BiolLabs).
PCR reakcni podminky: pocatecni denaurace 95 °C po dobu 2 minut, 30 cykl 95 °C po
dobu 1 minuty, 53 °C po dobu 1 minuty a 72 °C po dobu 1 minuty, s koneénou inkubaci
72 °C po dobu 7 min. PCR amplikony byly inkubovany s 5 U enzymu Mbo | (Thermo
Scientific) obohaceného o 2,5 pl 10x diges¢niho pufru po dobu 2 hodin; produkty byly

nasledné elektroforézou rozdéleny na 2% agarodze.

MALDI-TOF MS

Hmotnostni spektra byla ziskana za pouziti hmotnostniho spektrometru Bruker
Autoflex, (Campylobacter spp, Plesiomonas shigelloides, Citrobacter spp.) a/nebo
Bruker Microflex MALDI Biotyper (Staphylococcus intermedius/S. pseudintermedius,

Salmonella spp).
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Biochemicka identifikace (Citrobacter spp)

Biochemické testy byly navrzeny dle Farmerovy matice (68), do testovani nebyly
zarazeny testy, které mély bud nizkou diskrimininacni schopnost (fermentace D-
mannitolu, fermentace erythritolu, test na lipazu, DNAdzu a oxidazu) nebo mély

nejednoznacné vysledky (testy na hydrolyzu Zelatiny a rist v KCN)

Interpretace biochemickych test(:
K interpretaci dat byla pouZita Farmerova matice (68; procenta pozitivnich reakci byla
pouZita jako referencni hodnoty). Identifikacni skére byla vypoltena pomoci

zjednodusSené Bayesovy véty.

P(R|t;)

P(ti|R) = —=————
R = S~

Sérotypizace (Salmonella spp)
Pri sérologické diagnostice byla pouZita metoda sklickové aglutinace s komerénimi
hyperimunnimi kralicimi séry; typovani salmonel, tj. zarazeni do sérovarl, bylo

provedeno podle White-Kauffmann-LeMinorova schématu (108).

Vysetreni citlivosti (Salmonella spp)

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) 11 antibiotik (ampicilin, cefotaxim, ceftazidim,
cefepim, meropenem, gentamicin, ciprofloxacin, trimethoprim, chloramfenikol,
tetracyklin, sulfamethoxazol) byla vySetfena bujonovou mikrodiluéni metodou pro
gramnegativni stfevni tyc¢ky (112). U vSech antibiotik byla vySetfena/testovana
posloupnd fada 8 koncentraci (fedénych dvojnasobné geometrickou Fadou).
K interpretaci vysledkd vySetfeni MIC byla pouZita kritéria EUCAST (113) pro 2

antibiotika (tetracyklin a sulfamethoxazol) kritéria CLSI (114).

Produkce ESBL byla vySetfena diskovou metodou podle Hrabak et al. (115).
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5. Vysledky
1) Campylobacter spp.

e Predchozi biochemickd identifikace (v letech 1983-89) pfifadila vSech 42 kmen( k
druhu C. jejuni.

e Moderni metoda PCR (s jednim specifickym primerem pro C. jejuni a/nebo C. coli) oba
druhy bezpecné odlisila (obr. 6, tabulka 2).

e Analyza ziskanych MALDI-TOF MS spekter presvédcivé rozdélila vsechny izolaty do
druht C. jejuni a C. coli (tabulka 2). Na zakladé analyzovanych MALDI-TOF MS spekter
byl vytvoren dendrogram, viz obr. 7. Pomoci této metody jsme potvrdili plvodni
identifikaci do druhu C. jejuni u 26 kmena, 16 kmen( bylo reklasifikovdano do druhu

C. coli.

Vyse uvedené vysledky ukazaly, Zze obé tyto metody (PCR i MALDI-TOF MS) jsou dostatecné

efektivni pro rozliseni druh( C. jejuni a C. coli.

Obrézek 6. Vysledky PCR detekce specifického produktu C. jejuni a C. coli; 1 - C. coli CNCTC 73777 (364 bp, pozitivni
kontrola), 2 - CNCTC 6786, 3 - CNCTC 6779, 4 - CNCTC 5234, 5 - negativni kontrola; 6 - C. jejuni subsp. jejuni CNCTC
73657 (773 bp, pozitivni kontrola), 7 - CNCTC 6784, 8 - CNCTC 6780, 9 - CNCTC 6286, 10 - negativni kontrola; M -

marker molekulové velikosti.

773 bp

364 bp
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Tabulka 2. Vysledky identifikace u zkoumanych kment rodu Campylobacter:

CNCTC ¢islo Pavod Rok izolace PCR primer? MALDI-TOF
C. coli C. jejuni
5234 prase 1983 + - C. coli
5235 Elovék 1986 - + C. jejuni
6286 Clovék 1983 - + C. jejuni
6777 Elovék 1983 - + C. jejuni
6778 Clovék 1983 - + C. jejuni
6779 Clovék 1983 + - C. coli
6780 Clovék 1983 - + C. jejuni
6781 &lovék 1983 - + C. jejuni
6782 Clovék 1986 - + C. jejuni
6783 Clovék 1986 - + C. jejuni
6784 husa 1986 - + C. jejuni
6785 Clovék 1989 - + C. jejuni
6786 clovék 1986 + - C. coli
6787 clovék 1985 - + C. jejuni
6788 Clovék 1985 - + C. jejuni
6789 Clovék 1986 - + C. jejuni
6791 Clovék 1983 + - C. coli
6792 clovék 1986 - + C. jejuni
6794 kralik 1986 - C. coli
6795 clovék 1986 - C. coli
6796 Clovék 1986 - C. jejuni
6797 clovék 1988 - + C. jejuni
6798 clovék 1988 + - C. coli
M 374 clovék 1983 - + C. jejuni
M 380 clovék 1983 - + C. jejuni
M 383 clovék 1983 - + C. jejuni
M 422 neznamy 1983 + - C. coli
M 424 clovék 1983 - + C. jejuni
M 437 clovék 1983 + - C. coli
M 453 clovék 1984 - C. jejuni
M 458 clovék 1984 - + C. jejuni
M 463 clovék 1984 + - C. coli
M 467 kocka 1984 - C. jejuni
M 472 clovék 1984 - C. jejuni
M 512 clovék 1986 - + C. jejuni
M 514 clovék 1986 - C. coli
M 519 neznamy 1986 + - C. coli
M 535 neznamy 1986 - + C. jejuni
M 555 neznamy 1988 + - C. coli
M 556 neznamy 1988 + - C. coli
M 557 neznamy 1988 + - C. coli
M 561 neznamy 1988 + - C. coli

2Produkt po PCR ptritomen (+) nebo nepfitomen (-)
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Obrazek 7. Dendrogram vytvoreny na zakladé spekter analyzovanych kmen( (n=45), ¢ervené C. jejuni, modfe C.

coli, dl (distance level) - vzdalenost
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2) Plesiomonas shigelloides

e Plvodnimi biochemickymi testy (70. az 90. léta 20. stoleti) bylo 74 kmen( uréeno jako
Plesiomonas shigelloides; naslednou sérotypizaci byly kmeny rozfazeny do 67
sérotypl, 7 sérotypl bylo shodnych.

e MALDI-TOF MS identifikace potvrdila pfedchozi druhové zafazeni, nicméné nebyla
nalezena korelace mezi klastry analyzy MALDI-TOF MS a sérotypy kmen( P.
shigelloides; kmeny Aeromonas spp. a Shigella dysenteriae byly pouzZity pro porovnani

(obrazek 8).
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Obrézek 8. Dendrogram vytvoreny na zakladé spekter analyzovanych kmenu: P.shigelloides (zelené, n=74; levy
sloupec — ¢isla kmend, pravy sloupec — sérotypy, ¢isla oznacena hvézdickou — kmeny se stejnym sérotypem),
Aeromonas spp (Cervené, n=11), S. dysenteriae (Cervené, n=11); dl — vzdalenost
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3) Citrobacter spp.

Plvodni klasicka biochemicka identifikace.

152 izolath rodu Citrobacter bylo vletech 1950-88 mikrobiologicky/biochemicky
identifikovano na Uroven ctyr druhd, 1 kmen byl urc¢en pouze rodové (tabulka 3).
Soucasna rozsifena biochemicka identifikace (Farmerova matice, 40 zkumavkovych
testl):

Izolaty, které byly pdvodné popsany v Ceské narodni sbirce typovych kultur (CNCTC)
jako C. amalonaticus (n=20), C. freundii (n=106), C. koseri (dtive Citrobacter diversus;
n=16), C. sedlakii (n=9) a Citrobacter sp. (n=1) byly reklasifikovany a nékterym kmen{m
byly pfidéleny nové nazvy druhl (C. brakii, C. farmeri, C. gillenii, C. werkmanii, C.
youngae); tyto kmeny popsal az Brenner et al. (116, resp. 117). Plvodni druhové
zarazeni bylo potvrzeno u kmenl C. koseri a C. sedlakii. Nejvyssi pocet

reklasifikovanych kmen( pochdazel ze skupiny izolatli plvodné zarazenych jako C.

freundii.

Tabulka 3. Reklasifikace ptvodnich druh( r. Citrobacter za pouZiti biochemickych metod (Farmer 2003; 68)

Plivodni druhova Reklasifikace biochemickymi

identifikace Pocet identifikovanych metodami (Farmerova Pocet identifikovanych

v CNCTC* kmen( matice?) kmena

C. amalonaticus 20 C. amalonaticus 16
C. farmerii 3
C. freundii

C. freundii 106 C. braakii 20
C. freundii 6
C. gillenii
C. werkmanii 11
C. youngae 47
Citrobacter sp.° 16

C. koserii 16 C. koserii 16

C. sedlakii 9 C. sedlakii 9

Citrobacter sp. 1 C. youngae 1

*Ceska narodni sbirka typovych kultur

aFarmer (68)
bNespolehliva identifikace

Biochemické zkumavkové testy spolehlivé zaradily do druhu 136 izolat( r. Citrobacter

(Tab.3+4), nejednoznacéné bylo identifikovano 16 kmen.
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e MALDI-TOF MS identifikace.
Byla vyhodnocena spektra 11 typovych kmenl a bylo stanoveno nékolik MS
proteinovych markerd. Ze 152 analyzovanych kmen( bylo spolehlivé identifikovano
145. Podobné jako u biochemické identifikace bylo nedokonale urceno nejvic kmena

druhové nejblize druhu C. braakii (Tab. 4).

Tabulka 4. Pocet kmenl r. Citrobacter identifikovanych na uroven druhu biochemickymi metodami a MALDI-
TOF MS

Klasifikace do druhu
. L. Pocet kmen( po Pocet kmen( po

Plvodni pocet . o o . ey
Druhy rodu kmendl v CNCTC* reidentifikaci biochemickymi reidentifikaci metodou
Citrobacter metodami MALDI-TOF MS
C. amalonaticus 20 16 16
C. braakii - 20 28
C. farmerii - 3 3
C. freundii 106 7 8
C. gillenii - 6 6
C. koserii 16 16 16
C. sedlakii 9 9 9
C. werkmanii - 11 13
C. youngae - 48 46
Citrobacter sp. 1 0 0
Pocet spolehlivé
identifikovanych - 136 145
kmen(
Nejednoznacna B 16+* Jakn
identifikace
Celkem kmenl 152 152 152

*Ceska narodni sbirka typovych kultur
** C. braakii (6), C. youngae (6), C. freudii (3), C. gillenii (1)
*** C. braakii (4), C. werkmanii (2), C. freudii (1)

Na zakladé metody MALDI-TOF MS bylo spolehlivé zafazeno do druhu 145 izolatl rodu
Citrobacter (Tab. 4), nejednoznacné bylo identifikovdno pouze 7 kmenu.
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4) Staphylococcus intermedius/S. pseudintermedius (S. intermedius group, SIG)

e Pdvodni biochemicka a/nebo MALDI-TOF MS identifikace.
59 kmenl ze skupiny SIG (Staphylococcus intermedius group) bylo plvodné
identifikovdano jako S. intermedius/

intermedius, resp. jako Staphylococcus

S. pseudintermedius (Tab. 5).

e PCR-RFLP.
Tato metoda bezpecné odlisila kmeny S. intermedius od kmen( S. pseudintermedius,
viz tabulka 5. Ze vSech 59 zkoumanych kmend, které byly pdvodné uloZeny jako
S.intermedius  (nebo S. intermedius/S. pseudintermedius), byla vétSina
S. pseudintermedius (89,8 %, n = 53), pouze 6 kmenQ (10,2 %) jako S. intermedius.
Vysledky PCR-RFLP potvrdila i predchozi identifikace v roce 2010 vybranych 26 kmena

(véetné 2 typovych kmen() metodou Rep-PCR podle Svec et al. (73), Tabulka 5.

Tabulka 5. Vysledek identifikace druhti S. intermedius/S. pseudintermedius. Kmeny stafylokok( pochazeji z Ceské
narodni sbirky typovych kultur (CNCTC) a NRL pro stafylokoky

Cislo kmene Rok Pavod Pavodni identifikace Vysledek PCR/RFLP Vysledek Rep-PCR®
izolace/
identifikace
5681% 1975 Holub S. intermedius S. intermedius S. intermedius
6046° 1979 neznamy S. intermedius S. intermedius -
7130° 1979 Kuna S. intermedius S. intermedius -
6047° 1985 Pes S. intermedius S. pseudintermedius -
6048° 1985 Pes S. intermedius S. pseudintermedius -
6049* 1985 Pes S. intermedius S. intermedius -
6050* 1985 Pes S. intermedius S. pseudintermedius -
6051* 1985 Pes S. intermedius S. pseudintermedius -
6052* 1985 Pes S. intermedius S. pseudintermedius -
6053* 1986 Pes S. intermedius S. pseudintermedius -
6054 1986 Pes S. intermedius S. pseudintermedius -
6718 00/523° 2000 neznamy S. intermedius S. pseudintermedius -
00/227° 2000 Clovek S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
00/470° 2000 Clovek S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
00/621° 2000 Clovek S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
00/892° 2000 Clovék S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
00/984° 2000 Clovék S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
01/704° 2001 Clovék S. intermedius S. pseudintermedius -
01/719° 2001 Clovék S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
01/777° 2001 Clovék S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
01/824° 2001 Clovek S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
01/900° 2001 Clovek S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
02/013° 2002 Clovek S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
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02/139° 2002 Clovék S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
02/172° 2002 Clovék S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
02/179° 2002 Clovék S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
02/218° 2002 Clovek S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
02/264° 2002 Pes S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
02/423 2002 Clovék S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
02/438" 2002 Clovek S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
02/573° 2002 Pes S. intermedius S. pseudintermedius -

02/589° 2002 Clovek S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
02/682° 2002 Clovek S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
02/718" 2002 Clovek S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
03/033° 2003 Clovek S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
7634* _ 03/087° 2003 Clovek S. intermedius S. intermedius S. intermedius
03/215° 2003 Clovek S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
03/378° 2003 Clovék S. intermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius
03/420° 2003 Clovék S. intermedius S. pseudintermedius -

04/304° 2004 Clovék S. intermedius S. pseudintermedius -

04/670° 2004 Clovék S. intermedius S. pseudintermedius -

05/085° 2005 Clovék S. intermedius S. pseudintermedius -

05/560° 2005 Clovék S. intermedius S. pseudintermedius -

05/886° 2005 Clovék S. intermedius/S. pseudintermedius | S. pseudintermedius -

06/478° 2006 Clovek S. intermedius/S. pseudintermedius | S. pseudintermedius -

06/528" 2006 Clovek S. intermedius/S. pseudintermedius | S. pseudintermedius -

06/915° 2006 Clovek S. intermedius/S. pseudintermedius | S. pseudintermedius -

07/514° 2007 Clovek S. intermedius/S. pseudintermedius | S. intermedius -

07/849" 2007 Clovek S. intermedius/S. pseudintermedius | S. pseudintermedius -

07/860° 2007 Clovek S. intermedius/S. pseudintermedius | S. pseudintermedius -

08/1041° 2008 Clovek S. intermedius/S. pseudintermedius | S. pseudintermedius -

08/866° 2008 Clovek S. intermedius/S. pseudintermedius | S. pseudintermedius -

09/627° 2009 Clovek S. intermedius/S. pseudintermedius | S. pseudintermedius -

09/932° 2009 Clovek S. intermedius/S. pseudintermedius | S. pseudintermedius -

10/274° 2010 Clovek S. intermedius/S. pseudintermedius | S. pseudintermedius -

10/857° 2010 Clovek S. intermedius/S. pseudintermedius | S. pseudintermedius -

11/0038° 2012 Clovek S. intermedius/S. pseudintermedius | S. pseudintermedius -

12/386° 2012 Clovek S. intermedius/S. pseudintermedius | S. pseudintermedius -

7446 2015 Kocka S. pseudintermedius S. pseudintermedius S. pseudintermedius

#Kmeny z CNCTC (Ceska narodni sbirka typovych kultur)
®Kmeny z NRL pro stafylokoky
¢Vysledek Rep-PCR ( Svec et al.; 73)

4 Typov{ kmen
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5) Salmonella enterica subsp. enterica (netyfové kmeny)

e Metodou MALDI-TOF MS byly provéreny vSechny izoldty na transportnich pladach a

637 kmena bylo identifikovano jako Salmonella enterica/spp.

e Sérologickd diagnostika zaradila kmeny do 8 sérovaru; nejcastéji byl izolovan sérovar

Enteritis (89,6 % vSech kmen(), nasledovaly sérovary Typhimurium (4,7 %) a

monofazicka varianta S. Typhimurium 4,[5],12:i:- (2,0 %); Tabulka 6

Tabulka 6. Sérovary Salmonella enterica v souboru 637 kmenu salmonel, pocet kmeni a pocet rezistentnich

kmen{* jednotlivych sérovard.

Salmonella enterica

Pocet kment/

Salmonella enterica

Pocet kment/

pocet pocet
sérovar rezistentnich sérovar rezistentnich
kmen(* kmen(*

Enteritidis 554/39 Mbandaka 4/0
Typhimurium 30/20 Derby, Mikawasima, Saintpaul 3/0
4,[5],12:i:- 13/12

Agona, Anecho, Bareilly, Lichtfield 2/0
Infantis 3/2
Kentucky 1/1
Newport 1/1 4,12:d:-, 6,7:210:-,Abony, Gatuni,

Nchanga, Pomona, Senftenberg, 1/0

Stanley 1/1 Tennessee, SI158:1213,1228:26
Virchow 3/3

* rezistentnich k jednomu nebo k vice vysetfovanym antibiotik(im

e Ze souboru 637 salmonel bylo celkem 558 kmen( (87,6 %) citlivych ke vSem 11

vysetfovanym antibiotikim, 79 kmenl (12,4 %) bylo rezistentnich k jednomu nebo

vice antibiotikdm.

42




e Podil rezistentnich kmen( k jednotlivym antibiotikiim se v souboru vSech 637 kmen

pohyboval od 8,5 % (ampicilin, 54 kment) do 0,0 % (meropenem, 0 kmen), viz

tabulka 7.

Tabulka 7. Rozmezi minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC) antibiotik, MIC50 a MIC90, klinické breakpointy
antibiotik pro Enterobacterales [113] a frekvence rezistence k jednotlivym antibiotikim (%) v souboru 637

salmonel.
MIC - Minimalni inhibiéni koncentrace (mg/l) Klinicky Podil

Antibiotikum breakpoint | ezistentnich

Rozmezi MIC MiICso MICoo mg/| kmend* (%)
ampicilin <=0,25->32 1 2 <8 8,5
cefotaxim <=0,063->8 0,125 0,125 <1 0,5
ceftazidim <=0,063->8 0,25 0,25 <1 0,5
cefepim <=0,063->8 <=0,063 <=0,063 <1 0,5
meropenem <=0,063 -<=0,063 <=0,063 <=0,063 <2 0,0
gentamicin <=0,125-8 0,25 0,5 <2 0,3
ciprofloxacin <=0,032-4 <=0,032 <=0,032 <0,063*** 3,8
trimethoprim <=0,125->8 0,125 0,25 <2 0,3
chloramfenikol <=8->256 4 4 <8 2,5
tetracyklin** 0,5->32 1 1 < 4** 5,7
sulfonamidy** <=8 ->256 32 32 < 256** 5,2

MIC50: koncentrace antibiotika inhibujici 50 % kmena
MIC90: koncentrace antibiotika inhibujici 90 % kmend.

* rezistentni kmen: MIC antibiotika je vyssi nez klinicky breakpoint;
** breakpoint CLSI [114];
***specificky breakpoint pro Salmonella spp. [113].

e Ze souboru 79 rezistentnich kmen( bylo pouze k jednomu antibiotiku rezistentnich

51,9 %, tj. 41 kmenG: k ampicilinu 26,6 % (21 kmenu), k ciprofloaxacinu 24,1 %

(19 kmen), jeden kmen byl rezistentni pouze k chloramfenikolu. S vyjimkou jednoho

kmene u sérovaru Kentucky a dvou kmenl u sérovaru Infantis, byly vsechny

multirezistentni kmeny zaznamendny pouze u sérovaru Typhimurium a jeho
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monofazické varianty. U tfi kmen( (sérovar Typhimurium) byla zjisténa produkce

Sirokospektré betalaktamadzy ESBL (tabulka 8).

Tabulka 8. Vzory rezistence u sérovart Salmonella enterica, pocet kmend, a pocet skupin antibiotik, ke kterym

jsou kmeny rezistentni.

Salmonella y Poclet
Vzor rezistence enterica Pocet skupin
. kmen0 | antibiotik*
sérovar

AMP Enteritidis 21

CHL Enteritidis 1

CIP Enteritidis 15 1
CIP Stanley 1

CIP Virchow 3

SMX, TCY Typhimurium 1

AMP, TCY Newport 1 2
CIP, TMP Enteritidis 2

CIP, SMX, TCY Infantis 2

AMP, SMX, TCY Typhimurium 1 3
AMP, SMX, TCY 4,[5],12:j:-*** 12

AMP, SMX, CHL, TCY Typhimurium 14 4
AMP, CIP, SMX, CHL, TCY Typhimurium 1

AMP, GEN, CIP, SMX, TCY Kentucky 1 °
AMP, CTX**, CAZ**, FEP**, TCY, ESBL Typhimurium 2 3+ ESBL
AMP, CTX**, CAZ**, FEP**, SMX, TMP, TCY, ESBL Typhimurium 1 5+ ESBL

*Pocet skupin antibiotik, ke kterym jsou kmeny rezistentni; rezistence ke tfem skupinam antibiotik se oznacuje
jako multirezistence; ** skupina cefalosporini; *** monofazicka varianta sérovaru Typhimurium.

Zkratky antibiotik: AMP — ampicilin; CAZ — ceftazidim; CIP — ciprofloxacin; CHL — chloramfenikol; CTX —
cefotaxim; FEP — cefepim; GEN — gentamicin; SMX — sulfamethoxazol; TCY — tetracyklin; TMP — trimethoprim;
ESBL - Sirokospektra beta-laktamaza
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6. Diskuse

1) Campylobacter spp

PCR je obecné spolehlivou metodou pro identifikaci kampylobakter( jak na rodové
(118), tak druhové urovni (119, 120, 121) v zavislosti na usporfddani metody a specifité
primerd. Analyzy metodou MALDI-TOF MS byly zaloZzeny na srovnani celych spektralnich
profilG, protoZe identifikace species podle jednoho charakteristického iontu — biomarkeru
mohou vést k nespravnym vysledkim. Napf. biomarkerem specifickym pro C. jejuni
navrzenym Mandrell et al. (122) o hmotnosti 10 276 kDa, pricemzZ teoretickd/vypoctena
hodnota hmotnosti je 10 274 kDa. Byl sice nalezen intenzivni signal odpovidajici m/z 10 274
kDa (SD % 1.6) u C. jejuni, ale také velmi kvalitni signal s m/z 10 276 kDa (SD + 1.8) u typového
kmene C. hyointestinalis (viz obrazek 4). Vzhledem k hodnotam SD u mérenych m/z je vsak
zfejmé, Ze tento signal nemuze byt povazovan bez dalsi dopliujici analyzy (fingerprint peptida

po hydrolyze trypsinem) za species-specificky.

Ve srovndni s uz dfive publikovanymi metodami zaloZzenymi na jednom specifickém
biomarkerovém iontu (123, 122) poskytuje metoda analyzy celého spektra mnohem
kvalitnéjsi a SirSi informace. Je-li navic fundované statisticky zpracovana, eliminuje vliv
moznych zmén v intenzité a lokaci vrcholl ve spektrech, které byvaji zplisobeny ptirozenou

heterogenitou vzorkd.

Vrcholy m/z s nizsi hodnotou (3 000-12 000 Da) pouZity jako soucdst spektra
charakteristického pro dané druhy (fingerprint — ,otisk prstu” = molekularni identifikator; 123,

124) a nasledné se uplatnily pfi konstruovani dendrogramu (obrazek 7).

Efektivitu, prfesnost a spolehlivost identifikace metodou MALDI-TOF MS u rodu
Campylobacter potvrdili také napr. Bessede et al. (125), Nielsen et al. (126), Ying-Hsin Hsieh
etal. (127), Lawton et al. (128) a Ziino et al. (129).
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2) Plesiomonas shigelloides

Nebyla nalezena zadna korelace mezi MS klastry MALDI-TOF MS a sérotypy u kmen
Plesiomonas shigelloides, podobné jako Moliner (130) nedokazal rozlisit sérotypy kmenl
Legionella. U druhu Listeria monocytogenes bylo 87 kmen( rozdéleno béhem analyzy MALDI-
TOF MS do tfi linii, které odpovidaly liniim ziskanym na PFGE po lyze DNA restrikéni
endonukleazou Apal; sérotypy uvnitf jednotlivych linii vSak nebylo mozné od sebe metodou
MALDI-TOF MS odlisit (131), stejné vysledky potvrzuje i Koudelka et al. (132). Stejné tak i
serovary Salmonella enterica neni mozné rozlisit metodou MALDI-TOF MS (133). Nicméné pro
jednoduchou identifikaci P. shigelloides do druhu (stejné tak jako u ostatnich
enteropatogennich bakterii) je metoda MALDI-TOF MS rychly, u¢inny a nizkonakladovy ndstroj
(134).

3) Citrobacter spp

Biochemicka identifikace: vSechny typové kmeny poskytovaly jednoznacné a spolehlivé
vSechny identifika¢ni parametry podle Farmera (68) a byly klasifikovany podle odpovidajicich

druh( prevainé s identifikaénim skére 100%. U ostatnich kmen0 byly v nékterych pfipadech

zjistény odchylky v béznych fenotypovych vlastnostech (jako je indol, H,S, laktdza, galaktitol,
rafindza, esculin, acetat nebo ONPG), podobné nalezy opakované popsany i jinymi autory —
Gavin et al. (135), Becker et al. (136). Test na ornithin dekarboxyldzu ptispél k rozliseni mezi

C. freundii a C. braakii, coz potvrzuje i Farmer (68).

MALDI-TOF MS selhala u sedmi kmenu kvali pfitomnosti markerd typickych pro rlizné
druhy. VSechny nejednoznacné identifikace znovu poukazaly na druh komplexu C. freundii,
kde ve vétsiné pripadli doslo k pochybnostem mezi C. freundii a C. braakii viz Khot et al. (137),
ktefi pouZili metodu extrakce pred ziskanim hmotnostnich spekter. Ctyfi kmeny mohly byt
druhové klasifikovany pouze prozatimné, protoze biochemické ID skére dosahlo 70-86% a
hmotnostni spektra neobsahovala dostate¢né mnoizstvi jednoznaénych marker(i jednoho
druhu. Data shromazdéna v nasi studii ukazuji, Zze obé metody jsou vhodné pro identifikaci
druhl u rodu Citrobacter a vykazuji znacnou spolehlivost a rychlost; podobné srovnani
provedli Guo et al. (138). Zjevna variabilita kmen( a blizké genetické vztahy se mohou podilet

na caste¢ném nesouladu ve vysledcich identifikace (116, 139, 140).
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4) Staphylococcus intermedius/S. pseudintermedius (S. intermedius group, SIG)

Klasicka biochemicka diferenciace mezi ¢leny SIG je pfinejmensim sloZitd a mlze vést
k nespolehlivé nebo nedostatecné identifikaci druhl, MALDI-TOF MS po dodatecném
doplnéni spektry pfineslo lepsi vysledky, jak bylo i zdokumentovano jinymi autory (141).
Nicméné ani touto metodou neni mozné od sebe bezpecné odlisit druhy S. intermedius a S.

pseudintermedius.

PCR-RFLP se povaZuje za jednoduchou a rychlou metodu ucinnou v taxonomii bakterii
(142, 143), vhodnou i v procesu diskriminace SIG. Vzhledem k vysoké urovni biochemickeé,
fenotypové a sekvencni podobnosti (16S rDNA identita je 99,3%) clent skupiny SIG,
identifikace ¢lenl této skupiny k druhu zavisi na sekvenci vhodnych housekeeping gent. PCR-
RFLP jako metoda pro identifikaci S. intermedius/S. pseudintermedius, byl poprvé popsan
Bannoehr et al. (144); je zaloZena na detekci restrikéniho mista (. GATC 1) restrikcni

endonukledzou Mbo | v pta genu kddujiciho enzym fosfoacetyltransferazu.

Na rozdil od vysledk( autorll Van Hoovels et al. (145) popisujici prvni izolaci S.
pseudintermedius od lidi, mGZeme potvrdit, Ze rostouci mnoistvi S. pseudintermedius v
populaci (lidé, zvirata) bylo véci nespravné klasifikace SIG v minulosti, nebot prvni izolat S.
pseudintermedius od psa detekovaného v nasi studii byl datovdn do roku 1985 a S.
pseudintermedius dokumentovany jako lidsky patogen existuje jiz na pocatku 3. tisicileti (viz
tabulka 5). Nase vysledky také ukazuji, Ze oba druhy se vyskytuji nezavisle na sobé, protoze

vytvorily jednotlivé fylogenetické vétve (146).

Prestoze je S. pseudintermedius komensalem i patogenem psa, Udaje z literatury
potvrdily vyznamnou prevalenci tohoto druhu také jako lidského patogenu (147, 148). V
souladu s vysledky jinych studii bylo dale zjisténo, Ze S. pseudintermedius byl nejéastéjsim

druhem stafylokok( ze skupiny SIG nalezenym u lidi i zvifat (100, 147, 149).
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5) Salmonella enterica subsp. enterica (netyfové kmeny)

Soubor nasich 637 kmena salmonel predstavoval 67% pfripadl salmoneléz uvedenych
v databdzi EPIDAT (150). Pocet izolatu z krve byl nizky (0,8 %), v podobnych souborech kment

je uvedena prevalence izolatli salmonel z krve okolo 5 % (151), respektive 5,9 % (152).

Nejpocetnéjsi v Evropé (153) i v USA (152) jsou sérovary Enteritidis a Typhimurium, coz

potvrzovaly i nase soubory kmenu z let 2000 (154) a 2012.

V nasem souboru byla vétSina kmenu (87,9 %) plIné citlivych ke vSem vySetfovanym
antibiotikim. Podil plné citlivych kmenU ve svété kolisa, napfiklad v souboru humannich
izoldtd salmonel v USA bylo pIné citlivych 70,3 % kmen(, a zna¢né rozdily jsou i v souborech

kmenu salmonel mezi jednotlivymi evropskymi zemémi (153).

Byl i zaznamenan vyskyt kmenO Salmonella spp. rezistentnich k Iékim volby
salmonelovych infekci ciprofloxacinu nebo k cefalosporinidm vyssich generaci. V roce 2000
bylo rezistentnich k ciprofloxacinu 0,8 % kmenu (154), v nasi studii jejich pocet vyznamné

vzrostl (3,8 % kmena).

Multirezistentni kmeny byly zaznamenany predevsim u sérovaru Typhimurium a jeho
monofazické varianty. Tyto sérovary se Evropou Sifi pandemicky, a v poslednich letech se jejich
prevalence markantné zvySuje u salmonel z humdannich infekci i v mase prasat, které je

pravdépodobnym zdrojem infekce (155).
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7. Zavér

Metodou MALDI-TOF MS byly charakterizovany resp. reidentifikovany 4 skupiny
infekénich agens (Campylobacter spp., Plesiomonas shigelloides, Citrobacter spp.,
Staphylococcus intermedius/Staphylococcus pseudintermedius). Byla prokazana
vyznamné vyssi efektivita metody MALDI-TOF MS v porovnani s plvodni klasickou
biochemickou identifikaci.

Metoda PCR u zastupct rodu Campylobacter se ukdazala stejné ucinnd jako metoda
MALDI-TOF MS, rozsitend biochemickd identifikace pomoci Farmerovy matice u
zastupcl rodu Citrobacter viak prokdazala o néco horsi vysledky nez metoda MALDI-
TOF MS; obé metody (PCR i rozsifena biochemickad identifikace) byly vyrazné pracnéjsi,
Casoveé naroc€néjsi i financéné nakladnéjsi.

Metoda PCR-RFLP bezpecné rozliSila 2 skupiny kmenl velmi podobnych druh
Staphylococcus intermedius a Staphylococcus pseudintermedius, které nebyly
rozlisitelné biochemicky a/nebo ani MALDI-TOF MS.

Sérologickd diagnostika zaradila (po predchozi druhové identifikaci metodou MALDI-
TOF MS) izolaty Salmonella spp. do 8 sérovar(; nejcastéji byl izolovan sérovar
Enteritidis (89,6% vSech kmend). Vsouboru kmenl byla zjisténa relativné nizka

frekvence rezistence k vySetfovanym antibiotikiim.

Obecné Ize konstatovat, Ze MALDI-TOF MS je unikatni a soucasné velmi efektivni

metoda pro mikrobiologické aplikace. Vystupem jsou informacné bohatd spektra, jejichz

vyuzitelnost v mikrobiologii neni omezena pouze na identifikaci, ale tato metoda muze

charakterizovat nékteré dalsi komponenty proteomu - Ize je aplikovat napf. pro detekci

markerud virulence, rezistence k antibiotikiim, identifikaci moznych komponent vakcin, pfi

charakterizaci bakteriocind a podobné. Hlavnimi vyhodami MALDI-TOF MS aplikované pfi

analyze bakterii je pfedevsim jednoduchost a rychlost testu, tj. rychlé vyhledani a oznaceni

biomarkeru, které jsou pro dany mikroorganismus jedinecné. Technika je vhodna nejen pro

identifikaci klinickych kmend, jejichz rodové ¢i druhové uréeni je standardnimi metodami

obtizné, ale byla s Uspéchem aplikovana i pro taxonomické ucely ve specializovanych

laboratorich mezinarodnich sbirek mikroorganismd. V laboratorich klinické mikrobiologie
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zpUsobilo zavedeni metody MALDI-TOF MS doslova revoluci v diagnostice infekénich chorob a

v soucasnosti tato metoda postupné vytlacuje tradi¢ni techniky identifikace mikroorganismu.

V pfipadech, kdy metodu MALDI-TOF MS je moiné pouZit jen v omezené mife,
nastupuje celd paleta ostatnich identifikacnich metod, které jsou schopny zkoumané kmeny
podrobnéji charakterizovat, napf. sérotypizace, v soucasné dobé se vSak v ¢im dal vétsi mire

vyuZivaji pfedevsim metody molekuldrné biologické.
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