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| Cil uplatn éné certifikované metodiky

Cilem uplatgné certifikované metodiky je poskytnuti nové, vysamitlivé a spolehlivé
metody na principu gPCR pro identifikaci nové forpatogennich kménMRSA ve vzorcich
pochazejicich z hospoidkych zvfat, v navaznosti na podporu produkce zdravych
a bezpeénych ZivaiSnych produki a vyrobKi. V centru pozornosti metodiky jsou kmeny
MRSA nesouci tzvmecCgen. Mnohé diagnostické postupy a metody, Easwosti ruting
pouzivaneé § identifikaci MRSA, mohou p analyze kmef nesoucich gemecCgenerovat
faleSr¢ negativni vysledky (detailni komeitje uveden v celku ,Zilodréni novosti
postupu®). Ritomnost nové formy kménMRSA ovSem recentnbyla prokazana v mnohych
statech Evropy, ve vzorcich animéalniho i humanpihamdu. Ukolem metodiky je protaigpst
ke zvySeni kvality mikrobialni diagnostiky pouzivargi standardni analyze vzark
hospodéskych zvfat (nebo jakychkoliv jinych vzofR, s cilem zamezeni dalSihoresii
patogennich kmeén MRSA v jejich nové formi. VysSi kvalita diagnostiky se v kotreém
disledku niize projevit v redukci nakladna I&bu onemoceni zviiat i lidi, které jsou
zpasobeny kmeny MRSA, nebdii¢innéjSi prevenci vznikugchto onemoceni.

Metodika prezentuje optimalizovany navrh gPCR mtelci genumecCvcetre vysledki
experimentalni validace metody a dopg@mi pro praktické uzivani metody. Doghi této
metody ke gPCR analyze dle Manga a \Wieta (2013), pak fedstavuje komplexni metodu
identifikace MRSA, zahrnuijici také novou forrmecCMRSA.

Uplatreni a certifikace metodiky préhlo zavedenim vSech prindéipUplatniné
certifikované metodiky platnych pro rok 2016.

Il Vlastni popis metodiky

Navrh, konstrukce a zpracovani postupredkladané metodiky byly vyvinuty z vysledk
vlastniho vyzkumu a vyvoje.

1) Uvod

Kmeny Staphylococcus aureus MRSA (methicillin-resistant. aureuy reprezentu;ji
vyznamné patogeny se signifikantnim vlivem na b&apst potravin, zdravi lidi a z4t S.
aureuspati k nejvyznamgjSim mastitidnim patogém skotu. Kolonizuje pokozku a mukozni
membrany Zivych organisima byva pravidelh detekovan také v jateém mase a finalnich
potravinovych vyrobcich. Vigledku rozsahlejSiho pouzivani antibiotik v rametevinarni
p&e o hospod&ka zviata nize vznikat nezadouci selak tlak. Prostedi farmovych z\vat,
mlény a masny gimysl pak niize byt moznym zdrojem pro dalSiesii kmeri S. aureus
vcetnt MRSA. Tzv. LA-MRSA (livestock-associated MRSA) S8 byly v Evrog hojre
identifikovany u Zivych zvat a v jaténém mase (van Duijkeren et al., 2007; Vanderhaeghen
et al., 2010a, b; Weese a Van Duijkeren, 2010).rdkych zjis&ni mize byt LA-MRSA ST-
398 odpo¥dny za relevantnicast kmed MRSA izolovanych z humannich pacigént
v nemochnicich, anebo z lidi pracujicich v Zidmé vyrokk. Tato zjiséni indikuji, Zze LA-
MRSA mize vystupovat jako signifikantniigina infekci zgisobenych MRSA u lidi (Kéckt
al., 2013). Mechanismyipnosu MRSA mezi ziaty a lidmi jsou neustale v centru pozornosti
Siroké w¥decké komunity. Dispozice vhodné screeningové nyetpth detekci MRSA
reprezentuje zakladni nastroj pro efektivni managegnvRSA a pro zamezeni dalSihéesi



MRSA. Tradini metody detekce MRSA jsatasov nara@né, pracné a zahrnujfiplizn¢ 3 —
4 dny. Navic, izné typy komemé dostupnych medii detekujicich MRSA vykazuiji diferé
vysledky (Luteijnet al, 2011). Proto existuje z&y z4jem odborné wejnosti na vyvoji
alternativnich,éaso¥ a finartné méré narainych, efektivnich fistupech detekce MRSA.
Spolehliva a rychla mikrobialni diagnostika ve vetérstvi miZze pomoci fi stanoveni
optimalni medikace a fxte napomoci k usghu l&by, v konéném disledku tak fispeje

k redukci morbidity a mortality zvat. V sodasnosti existuje dkolik pristupi identifikace
kmeni MRSA, s Giznymi parametry ve vztahu k reprodukovatelnostiivosti, spolehlivosti,
finanéni acasoveé narénosti. Spolehlivost &Siny molekularnich metod aktué&lpouzivanych
k identifikaci MRSA byla redukovana vadledku nedavného objeveni nové formy gemec

V roce 2011 byl v izolatech MRSA humanniho a aniifé@ pivodu nalezen novy homolog
genumecA ozn&enymecAcazs1 (Garcia-Alvarest al, 2011)Mezinarodni skupina pracujici
na klasifikaci SCC (Staphylococcal Cassette Chrame elemeritho grejmenovala nanecC
(Itoetal, 2012). GemecCsdili pouze 69 % homologie nukleatisl genenmecAa byl nalezen
v now pozorovaném SCC elementu ozer@ém jako SCCmec Xl. Aktudlnpouzivané
molekularni metody identifikace MRSA nekalkulujidstekci této formy MRSA. Krom
molekularnich technik selhavajtipdentifikaci mecCMRSA také aglutinéni testy. Kmeny
vykazuji negativni reakcetiplatex aglutingnim testu na PBP2a. KultutmecCMRSA na
agarovych plotnach s a bez difuznich diskpregnovanych amoxicilinem a kys. klavulanovou
indikovaly, Ze rezistence nebyla zptestkovana hyperprodukfilaktamazy (Garcia-Alvarez
et al, 2011). Genp-laktamazy klaz) je pritomen v SC@ecC avSak neschopnost kys.
klavulanové (inhibitor B-laktamézy) eliminovat tuto rezistenci indikuje, Zezistence
pravdépodobré neni zmgsobena B-laktaméazou. NejpravghodobrEjSim vyswtlenim této
rezistence je protorffomnostmecAhomologu v SC@ecelementu typu Xl (Garcia-Alvarez
et al, 2011; Laurenét al., 2012).

Vyskyt kmeni MRSA nesoucich gemecCijiz byl potvrzen prakticky v celé Evrépu
volné Zijicich zviat, hospodi&kych, domacich ziat i lidi. Dle publikace Patersost al,
(2014) byly kmenymecCMRSA zaznamenany jiz ve 13 Evropskych statechcagmely ze 14
riznych hostital. V sowasnosti tato informace jiz zcela neplati a nalgz vice. Nazorny
piehled recenth zaznamenaného vyskytu MRSA s genemecC dle pivodu kmeri je
znazorgn v Tab. 1.

Prezentovana certifikovana metodika poskytuje nui¥stup detekce genmecCna bazi
metody qPCR, ktera se v uplynulém desetileti ssédmdardem sofistikované a spolehlivé
mikrobialni diagnostiky.



Tab. 1: Recentni vyskyhecCMRSA zaznamenany v Evrép

¢lovék Paterson, 2014
¢lovék Paterson, 2013a
Anglie ¢lovék, mlécny skot, tulen, pes Paterson, 2013b
¢lovék, mlécny skot Paterson, 2012
¢lovék, skot Garcia-Alvarez, 2011
¢lovék Deplano, 2014
Belgie ¢lovék, skot Vandendriessche, 2013
potkan, kralik Paterson, 2012
ovce, koza Eriksson, 2013
¢loveék, zvirata Petersen, 2013
Dansko ¢loveék, skot, ovce Paterson, 2012
clovék Stegger, 2012
¢loveék, skot Garcia-Alvarez, 2011
Finsko mlécny skot Gindonis, 2013
. ¢lovék Barraud, 2013
Francie v
mlécny skot Laurent, 2012
mlécny skot van Duijkeren, 2014
Holandsko —
¢lovék Sabat, 2012
Irsko ¢lovék Shore, 2011
¢lovék, zvirata Loncaric, 2013
ovce, pes, kocka, prase Schaumburg, 2012
Némecko ¢lovék Kriegeskorte, 2012
kocka, pes, prase Walther, 2012
¢lovék Cuny, 2011
Norsko kocka Medhus, 2013
¢lovék Kerschner, 2014
Rakousko skot, divoce Zijici zvér Loncaric, 2014
divokd prasata Loncaric, 2013
Slovinsko ¢lovék Dermota, 2015
vysoka zvér Gomez, 2015
. . ¢lovék Garcia-Garrote, 2014
Spanélsko -
odpadni voda Porrero, 2014
hlodavci Gbémez, 2014
L, mlécny skot Unnerstad, 2013
Svédsko - -
divoka prasata Monecke, 2013
Svycarsko ¢lovék Basett, 2013

2) Odbér biologického materialu a mikrobiologicka identifikace MRSA

Pro (tel metody je mozno odebirat bukélndrgta vzorky mléka hospo#skych zviat,
nebo jakékoliv jiné vzorky animalnihaipodu s rizikem vyskytS. aureuBVIRSA. Cilovy
organismus S. aureusv podolé jeho specifické rezistentni formy jiz byl detekava
v riznorodém prosedi (klinické izolaty v nemoctinim prostedi, veterinarni praxe, prosti

s

chovu hosp. zvat, potraviny, prosedové vzorky, volg Zijici zvitata), vstupni biologicky



material proto mize mit fiznorody fivod, podobu a je determinovan konkrétnimi pozadavky
uzivatele metodiky. Lze odebrat fapumanni, animalni &ty, vzorky potravin s potencialni
kontaminaciS. aureusebo vzorky z fistrojového vybaveni pouzivaného v potrayéké&m
pramyslu apod. Vzorky odebirame pomoci sterilnich no@ist nebo za pomoci sterilniho
transportniho média (nApAmies médium, Oxoid Ltd., UK).

Mikrobiologicka identifikace MRSA sestavala z primaselekce kmehna Baird-Parker
agaru (Oxoid Ltd., USA) a kultivaci 48 hiip37 °C. Suspektni kolonie byly nasledn
kultivovany na krevnim agaru (CM 0055, Oxoid) p7 °C, 24 hod, pro zhodnoceni fenotypu
a hemolyzy. DalSi analyzurgudstavoval koagulazovy test s lidskou plazmou. tltkeace
fenotypu oxacilinové/methicilinové rezistence kradmRSA byla provedena na krevnim agaru
(kultivace 24 h, 37 °C) metodou agarovych difuzrddki obsahujicich cefoxitin s interpretaci
dle standardu CLSI (Clinical and Laboratory Staddainstitute, USA). Pro konfirmaci
druhové identifikace byla pouZita metoda MALDI M@;sledky byly srovnany s databazi
vyrobce pistroje (Bruker Daltonics, Inc., USA) a automaticiterpretovany.

3) Pivod kmeni, pouzitych pro vyvoj a validaci metody qPCR

Pro vyvoj a validaci metody qPCR byly pouzity kmehyaureuss MRSA pochézejici ze
sbirkyteSiteh projektu¢. QJ1210284, ziskané z prasti prvovyroby masa a mléka (gaia,
oSetujici personal). Referéni kmenyS. aureusa MRSA pochazely ze shirky CCM Brno.
Refereni a prostedové kmeny MRSA, nesouci ganecC byly poskytnuty s laskavym
svolenim Dr. P. Ch. Lindemanna z pracavi¥taukeland University Hospital, O&éni
mikrobiologie (Bergen, Norsko).

4) 1zolace DNA

Metoda je u¥ena k testovaniiznorodého biologického materialu s rizikem vysk§u
aureusnebo pro testovani suspektnich kulBuraureugplotnovych, suspenznich). V prvnim
piipact je vhodné aplikovat fiisluSny plnohodnotny protokol izolace mikrobiainiNE
z testovaného biologického vzorku, nejlépe s vyovikterého komemné vyrakeného kitu.
Suspektni kolonie Ize pak testovarmymi zpisoby zpracovanidetre jednoduchych a velice
rychlych postup, a to v zavislosti pozadavku na citlivost nebohigst provedeni metody.
Metodu Ize uskutait i s gidanim malého mnozstvi kulturyimo do gPCR reakce, zde je
ovSem vhodné pouzit qPCR reéak snts, umo#ujici robustni a spolehlivou amplifikaci,
piipadré specialni gPCR mastermix uniegici eliminovat vliv gitomnych inhibitofi. Metoda
v uvedeném formatu @xe rovrez vykazovat nizsi citlivost. #° poZadavku na co nejvyssi
citlivost a reprodukovatelnost vysladknetody doporéujeme pouZzivat protokol izolace DNA
fungujici na principu &kterého z komen¢ vyrakenych Kkiti, optimalizovanych pro izolaci
mikrobialni, nebo genomické DNA.

V naSem pipact jsme pro izolaci DNA vyuZivali nasledujici protdko
A) lIzolace DNA ze suspektnich kolonii na plotnovycltltéch:

Pro izolaci DNA byl pouZzit komeéni kit (NucleoSpin Tissue, Macherey-Nagel),
vyuzivajici kolonkovou metodu. Midledku moznosti vyskytu problém spojenych



s nedostataou lyzou bugcné stny u G+ bakterii byl prvni krok izolace mé&npraven. Malé
mnozstvi kultury bylo odebrano bakteriologickyitkem do sterilni 1,5ml zkumavky se 180
lyzaéniho pufru o nasledovném slozeni: 20 mM Tris/HCIERI EDTA; 1% TRITON X-100
(pH 8); pufr byl obohacen afalavek lysozymu (20 mg/ml). Po inkubaci 30 — 60 pfir87 °C
byla ke vzorkm pridana proteinaza K (20 mg/ml). Vzorky byly naslédrkubovany pi 56 °C

1 — 3 hod do kompletni lyzy. DalSi postup odpovi&tahdardnimu protokolu s vyuZzitim kitu
NucleoSpin Tissue, dle pokynu vyrobce. Koncentracéistota DNA byla n¢fena na
spektrofotometru Tecan (Tecan Group Ltd., Switzef)a hodnoty koncentrace u izalat
ziskanych vySe popsanym postupem dosahovaly hod@6ty- 300 ngil.

B) Izolace DNA z plotnovych kultur varem:

Praktickou alternativouip praci s vy@kovanymi kulturami byl rychly postup izolace
DNA, sestavajici z nasledujicich kfok do sterilni, 1,5ml zkumavky, odebereme
bakteriologickym okem malé mnozstvi kultury. fldame 25Qul sterilni HO, nechame
inkubovat 10 min p 100 °C. Vzorek centrifugujeme 2-5 miti @3 — 15 tis. rpm> 12 000 g).
Poté odsajeme supernatant v objemu cai®iery obsahuje eluovanou DNA. Supernatant je
moZzné bez dalSich Upravimo aplikovat do PCR.

P testovani vzork obsahujicich minimalni kvantitu cilového patogelae vyuZit
aditivni kultivaci (tzv. enrichment step) v BairdRer tekutém médiu (Oxoid Ltd., USA),
selektujicim stafylokoky. Tekuté Baird-Parker méxdilze gipravit pomoci standardniho
protokolu, s vyjimkou fidani agaru. Testovany biologicky material se pguaa inokulaci
meédia (nap. maly objem mléka dojnic ignaky klinické nebo subklinické mastitidy) a necha
se inkubovat nap 12 hod pi 37 °C, s cilem selektivniho pomnoZeni cilovyckogarn. Maly
objem suspenzni kultury (1 — 1,5 ml) se po inkuka@nsportuje do sterilni zkumavky a
centrifuguje 5 min $ 10 000 g. Po odstrani supernatantu se ve zkumavce ponecha pelet
v objemu ca 245, ktery se rozpusti ve 180 lyza¢niho pufru s fidavkem lyzozymu. Nasledn
je mozné pokrégovat standardnim protokolem izolace s pomoci kituclBoSpin Tissue
(Macherey-Nagel Inc., France).

5) Uchovani vzorki izolované DNA

Izolaty DNA urené k bezprogtdni analyze, nebo izolaty s planovanou testacérnn
n¢kolika dni uskladujeme pi teplo€ 3 — 5 °C. Standardni archivace izal&NA, ktera je
uréena k dlouhodobému skladovéani a k opakované anehgré&i ovsem poitd se zamrazenim
na —30 °C, gipadré —80 °C.

6) Metoda gPCR pro identifikaci kmeni MRSA s genemmecC
6.1 Navrh metody

Vychozi metodou na principu gPCR pro identifik&i aureusa MRSA byly metody
autora publikované v minulosti. Metoda popsana bligaci Manga a Vyletlova (2013) je
postavena na qPCR identifikaci specifické sekveygrainuc jako markera pro identifika@S.
aureus a na identifikaci sekvence genumecA umoujici identifikaci
methicilinové/oxacilinové rezistence. Technologide jedna o platformu gPCR vyuZzivajici



fluorescekiné znatené sondy. Komplet obou metod, vykonavanych paralgi identickém
teplotnim a¢asovém programu PCR, pak umoje spolehlivou identifikaci kmé&nMRSA.
Metodika Manga (2011), byla zkonstruovana #eleém identifikace a kvantifikac8. aureus

ve vzorcich mléka hospoikych zvfat. Zde se jedna o platformu qPCR fungujici na bazi
nespecifického barviva SYBR green. Ngwezentovana metodika gPCR identifikace MRSA
nesoucichmecCgen byla navrZzena jako evoluce, v resp. dagleéchto jiz publikovanych
metod.

Pro specifickou identifikaci nové formy gemuecA poprvé popsaneého v roce 2011 a
ozn&eného jakanecC byla vybrana odpovidajici refekam sekvence (FR821779.1), ulozena
v databdze Genbank. Prvnim krokem bylaitemi konzervativnosti sekvenci gemoecC
zverejnénych v publikovanych studiich a sekvenci uloZzenyckostupnych databazich
s vyuzitim programu BLAST (www:blast.ncbi.nim.niby). Srovnani vSech dostupnych
sekvenci genumecC odhalilo 100% identitu sekvence a poukazalo tak uyaokou
konzervovanost a konstantnost primarni strukturpugmecC Uvedena skut@most byla
pozitivem pro samotny navrh printea sondy pro gPCR, jelikoz Zidodu absence SNPs
nevznikala omezeni pro umist oligonukleotidi. Pro design priméra sondy byl pouzit
program eprimer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0/4,. primery byly navrzeny s pozadavkem
na optimalni teplotu annealingu ca 60 °C. Zohéednbyla také jejich délka, absence dlouhych
repetici a energie vazeb nezadoucich struktur jséo diméry primer nebo tzv. vlasenka.
Sonda byla navrZzena identickym programeiiigZitym poZzadavkem zde byla Tm (teplota
denaturace) vySSiiiplizné o 10 °C ve srovnani s Tm prinderkKrom¢ pozadavku na nizkou
stabilitu gipadnych nezadoucich struktur a dalSich nowénych parameir byla sonda
navrzenatak, aby jeji délka rfepahla 32 nukleotid VySSi délka sondy by mohla mit negativni
vliv na intenzitu generovaného fluoreséeino signalu, jelikoz interakce mezi fluoreséeim
reportérem na 5 konci a zh&8en na 3" konci by nebyla idealni. Sonda byla vokaka aby
v dané sekvencitpalternativ templatu pimeho a zgtného vlakna obsahovala méguanini
a vice cytosifn. Jako fluorescemi reportér na 5° konci sondy byl vybran FAM v kandzi
s nefluorescemim a &innym zhas&em BHQ1 na 3" konci sondy. Specifita vSech navréeny
oligonukleotidh byla testovana in silico s pomoci aplikace BLASYsledky diagnostikovaly
navrh plr¢ spolehlivych a specifickych sekvenci, bez moznaikani faleSh pozitivnich
vysledka. Navrh metodiky zohlednil také pozadavek na megeBkost PCR produktu (100 —
150 bp), coz je rowt standardem u kom&®r dostupnych gPCR metodik. Cilem je rychla
amplifikace a eliminace nespecifickych PCR produkiKratky PCR produkt umadilije
pouzivani programu rychlé amplifikace v kratkéasovém intervalu, coz eliminuje tvorbu
nespecifickych PCR produktLokalizace primar a sondy v ref. sekvenmiecCje znazorgéna
na Obr. 1.



Obr. 1: Lokalizace navrzenych prindeat sondy v pouzité refer&mi sekvenci genmecC

GenBank: FR821779.1

>gi | 344176319: 35681- 37678 Staphyl ococcus aureus subsp. aureus LGA251

conpl et e genonme sequence

ATGAAAAAAATTTATATTAGTGTGCTAGT TCTTTTACTAATTATGATTATAATAACTTGGT TATTCAAAGATGAC
GATATTGAGAAAACAATTAGT TCTATTGAAAAAGGAAACTATAACGAAGTATATAAAAATAGT TCAGAAAAATCT
AAACTGGCATATGGAGAAGAAGAAAT TGTAGATAGGAATAAAAAAATTTACAAAGATTTAAGT GTCAATAACTTA
AAAATTACTAATCATGAAATTAAAAAAACT GGAAAAGATAAAAAGCAAGT TGATGT TAAATATAACATATATACA
AAATATGGAACTATACGACGTAATACACAATTAAACTTTATTTATGAAGATAAGCATTGGAAATTAGAT TGGAGA
CCAGACGTAATAGTACCTGGT TTGAAAAAT GGACAGAAAATTAATATAGAAACAT TAAAAT CAGAGCGAGGCAAA
ATAAAAGATAGAAAT GGTATAGAATTAGCTAAAACT GGAAATACATATGAAATCGGTATTGT CCCTAACAAAACA
CCCAAAGAAAAATATGATGATATTGCTCGT GACTTACAAATTGATACAAAAGCTATAACCAATAAAGT TAATCAA
AAATGGGT TCAGCCAGATTCATTTGTACCAATTAAAAAGATAAATAAACAAGATGAATATATAGACAAATTAATT
AAATCATACAATTTACAAATAAACACTATAAAAAGCCGT GTTTATCCATTGAACGAAGCAACAGTACACCTTTTA
GGTTATGTGGGTCCAATTAATTCTGACGAGT TAAAAAGT AAGCAATTTAGAAACTATAGCAAAAATACTGTITATT
GGAAAAAAAGGCT TAGAACGCCTCTATGATAAACAATTGCAAAACACTGATGGT TTTAAGGTATCCATTGCAAAT
ACTTATGACAATAAACCTTTAGACACATTATTGGAGAAAAAGGCT GAAAACGGAAAAGATCTTCATTTAACTATA
GATGCTAGAGTACAAGAAAGTATTTATAAACATAT GAAAAAT GACGATGGATCTGGTACAGCATTACAACCAAAA
ACTGGAGAAATTTTAGCT TTGGTAAGTACCCCATCGTACGATGT TTATCCATTCATGAATGGATTAAGCAATAAT
GACTACCGTAAATTAACTAACAATAAAAAAGAGCCTTTGCTCAACAAATTTCAAATCACTACATCACCAGGTTCA
ACCCAAAAAATATTAACATCTATTATAGCCTTAAAAGAAAAT AAACTAGACAAAAATACTAATTTTGATATTTAT
GGTAAGGGT TGGCAAAAAGAT GCAT CATGGGGGAATTATAATAT CACAAGATTTAAAGT AGT AGACGGCAATATC
GATTTAAAGCAAGCAATAGAATCATCAGACAACATATTTTT

TTTGAGCAAGGTATGCAAGAT T TGCGAATCGGT GAAAATAT CCCGAGTGATTATCCCTTTTATAAAGCACAAATC
TCAAATAGTAATTTAAAAAATGAAATAT TATTAGCAGAT TCAGGATAT GGCCAAGGCGAGATACTAGT AAACCCT
ATACAAATTTTATCAATATACAGT CCTTTAGAAAATAACGGAAATATACAAAATCCTCATGTTTTACGTAAAACA
AAATCTCAAATATGGAAAAAAGATATTATACCTAAAAAAGACATAGATATATTAACTAATGGTATGGAACGT GTA
GTTAATAAAACACATAGGGATGATATATACAAAAATTATGCCCGAATTATTGGT AAATCTGGCACAGCAGAATTA
AAAATGAAT CAAGGGGAAACT GGAAGACAAATAGGT TGGT TTGT TTCATATAATAAAAATAATCCTAATATGITA
ATGGCGATTAATGT TAAAGACGT TCAAAATAAAGGGAT GGCCAGCTATAATGCTACTATATCTGGAAAAGT TTAT
GATGATTTGTATGATAATGGAAAAACTCAATTTGATATAGATCAGTAA

6.2 Publikované metody PCR pro gemecC

Na zaklad parametit primetti v nékterych publikovanych studiich a na zakiad
doporwovaného teplotniho éasoveého programu pro PCH pouZiti danych primérmozno
variant se sondou pouzitelnou také pro spolehlivou kvikaiii genumecC Prikladem
nedostatll, které indikuji moznost problémpii PCR s pouzitim &kterych publikovanych
primerd, jsou: gitomnost poly-repetici nukleotid(pritomné nap v metodice Steggeat al.,
2011; Garcia-Alvarezt al, 2011), které mohou negativiovliviiovat specifitu PCR a také
piiliS nizka Tm (teplota denaturace) primnektera niize podstaté eliminovat &innost PCR
reakce a komplikuje navrhifatelného teplotniho dasového programu PCRi{kladem jsou
PCR dle Cunnyet al, (2011); Steggeet al, (2012); Basseét al, (2013). Naopak, jako
prijatelné alternativy pro rutinni identifikaci gemecCse jevi metody PCR publikované autory
Pichonet al, (2012) a Nijhuiset al, (2014), které byly navrzeny také pro format gPCR
Teoreticky by tak rdli vykazovat parametry robustni a spolehlivé PCR.



6.3 Doporuweny postup a pouZzité reagencie

Pro specifickou amplifikaci PCR produktu gemecCo velikosti 139 bp byly pouzity
nasledujici oligonukleotidy:

mecC_R 5 - TTTCACCGATTCCCAAATCTT -3
mecC_F 5" - GCAATATCGATTTAAAGCAAGCA -3
sondamecC 5" - FAM - CTCCTAATGCTAATGCAATGCG@A - BHQ1 - 3’

PCR reakce byla experimentélavétena ve formatu SYBR green a r@¥rnve formatu
vyuzivajicim fluorescemé znaenou sondu (FAM-BHQ1). Optimalni teplota annealibgla
stanovena experimentélpii PCR s gradientem annealingu priin¢©br. 2.). Po stanoveni
teploty annealingu primér a definici PCR teplotniho @&asového profilu gPCR bylo
experimentals optimalizovano PCR re&ki sloZeni. Teplotni &asovy profil obou gPCR je
uveden v Tab. 2A, 2B. qPCR ve formatu SYBR greeta ljoplrena analyzou vky
denaturace vzniknutého PCR produktu, ktet&enposkytnout kontrolni dofalijici informaci
o specifit amplifikovaného PCR produktu (Tab. 2C). gPCR vyajici SYBR green byla
provadna v objemu 2Qul s pouzitim 2 x SYBR green master mixu (BioRad. LA, USA),
obsahujicihoTaq polymerazu typu ,Hot star”, slouzici k eliminaciotby nespecifickych
produkiti, dale s 400 nM koncentraci obou prifhefiznorodou koncentraci templatové DNA
v objemu 1ul a ultracistou PCR vodou. gPCR vyuzivajici fluoresér@hznatenou sondu a
podobné sloZeni: 2 x SsoF&tProbes Supermix (BioRad Ltd., CA, USA), 400 nM obou
primeri, 200 nM sondy, templatovou DNA v objemu haf pl a ultracistou PCR vodu.
Metody qPCR v pouzitém schématu (teplotdaasova profil, slozeni redhki snesi) umoziuji
testovani izolat raiznorodé kvality bez nutnosti realizaci dalSich rfikdci metod.

Porovnani fluorescence ve vzorcich na destpo skoteni gPCR s bazalni fluorescenci,
méienou na zéatku qPCR, umaiuje identifikaci pozitivnich/negativnich vysletlkestace
piitomnosti genunecC Vzorky s hodnotami Cg 40 byly identifikovany jako pozitivni. P
analyzach byla pouzivana negativni kontrola pratadm kontaminace (vzorek s kompletnim
realkénim slozenim, avSak bez obsahu templatové DNAké pazitivni kontrola (vzorek se
standardizovanym re&kim sloZzenim obsahujici DNA refergrino kmene MRSA mecC
genem). gPCR byly realizovany naigtroji Lightcycler 480 (Roche Ltd., USA). Pouzitim
funkce ,,Genotyping samples” v software k ovladaii$tpoje LC480 je mozné zadat threshold
pro hodnotu Cp, dle které budou automaticky inehgrany vysledky analyzy. Vysledky je
pak mozné exportovat do excelové tabulky.
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Obr. 2: Standardni PCR gemecC experimentélni stanoveni optimalni teploty aningal
primeri s pomoci funkce teplotniho gradientu annealingmeni (50 — 57 °C). PoZadavek na

N 1

vySSi teplotu annealingu néhmegativni vliv na amplifikaci.

P — ----
— -

M 50 -~ 50,7 5148527285585 ORI SRS 085 6,3" 57 °C

Tab. 2A: Teplotni &asovy profil gPCRmecC- SYBR green
uvodni . pocet zavérecna
denaturace annealing elongace o
PCR program denaturace cykla elongace

SYBR green
95°C/4 min 94°C/25sec 57°C/30sec 72°C/25 sec 45 72 °C/5 min

Tab. 2B: Teplotni &asovy profil gPCRnecC- FAM-BHQ1
uvodni annealing a pocet zavérecna
denaturace -
PCR program  denaturace elongace cyklt elongace

FAM-BHQ1
95°C/5min 94°C/15sec 57 °C/60 sec 45 72 °C/5 min

Tab. 2C: Teplotni dasovy profil Kivky tani (denaturace) PCR prodaktjPCRmecC-
SYBR green)

melting curve 95°C/1min 70 °C/1 min 70-95 °C/ 0,2 °C/10 sec

6.4 Princip kvantifikace cilové sekvence

Pro kvantifikaci cilové sekvence je vyuZivartispup tzv. absolutni kvantifikace.
Principem kvantifikace je stanoveni kvantity cilaekvence v testovanych vzorcich DNA za
pomoci kalibrani kiivky, ktera je vytvéena z referetniho kmene MRSA se zndmou
koncentraci DNA. R interpretaci vysledk gPCR vychazime z hodnot Cp. Cpegstavuje
hodnotu, pi které fluorescence amplifikovaného PCR produkikmdi hodnotu bazalni, tzv.
background fluorescence (,baseline”), hodnota Cppoedtda druhé derivaci maxima
fluorescence amplifikani kiivky. Srovnanim hodnot Cp testovanych vZorke standardy
kalibraéni kiivky pak miZzeme stanovit kvantitu cilové sekvence ve zkoumaneéorku.
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Stanoveni hodnot Cp je v software pro ovladamstpje LC480 @ pouziti metody druhé
derivace maxima fluorescence generovano automaticky

6.5 Validace a testovani metody

Validace metody zahrnovala experimentalni testogdkiadnich vlastnosti metody, jako
je efektivnost amplifikace, limit detekce, reproduktelnost, specifita PCR reakce, specifita
celkové metody a dynamicky rozsah pro kvantitatexperimenty.

Efektivnost amplifikace (E) byla stanovena experitahim testovanim triplikét
standard, pripravenych 10nasobnyredinim ref. kmenu MRSA mecC Na zaklad vysledné
kalibraéni kivky a ziskaného udaje o sklontivky (tzv. ,slope“) byla E stanovena na 92,4 %
u platformy qPCR se sondou FAM-BHQL1 a 78 % u platfps barvivem SYBR green (Obr.
3, 4), (Livak a Schmittgen, 2001). Pro kvantitikdexperimenty aippozadavku na maximalni
Gcinnost a citlivost metody dopafujeme pouzivat gPCR se sondou FAM-BHQ1, kdy jsme
detekovali vySSi hodnotu efektivnosti amplifikadefektivnost kolem 90 % je obeé&n
doporiovana jako pozadavek pro spolehlivou kvantifikaitbwe sekvence ve zkoumanych
vzorcich (Aydineret al, 2012).

Limit detekce pedstavoval spodni hranici dynamického rozsahu nyetoddpovidal
kvantit ca 3,5-3,7 x 10 ng (3,5-3,7 x 1% pg) DNA na reakci (Cg 40), (Obr. 5). Tato
koncentrace ifgdstavuje fiblizné 12 kopii gefi mecC(pacet kopii gefi mecCodpovida péstu
genontt MRSA, analyzou ref. genomické sekvence MRSA neidmunecChyla zjiS€na pouze
jedna kopie genmecQ. Na zaklad experimentalnich dat |Ize tedy konstatovat, ZegreEwana
metodika umoiuje detekovat jiz desitky kopii gemuecC

Pouzity propoet: 1 pg DNA = 978 Mb nukleotid praimérna délka genomu MRSA byla
paocitana jako genom o velikosti 2,9 Mb nukledtid 1 kopie genomu MRSA pakexstavuje
hmotnostni jednotku 2,96 x T0pg.

Test reprodukovatelnosti zahrnoval opakované téstiowdentickych sbirkovych kména
standard v rizném redéni, pgicemz jsme zaznamenali zanedbatelné rozdily v ziskany
hodnotach Cpd(+ 0,5 Cp). Metodika je proto pdrreprodukovatelna.

Analyza kivky tani, ktera je proveditelna ve formatu s baevn SYBR green, neodhalila
tvorbu nespecifickych PCR produk(Obr. 6, 7) Podoh#) pri klasické PCR s vyhodnocenim
na agarézovém gelu, ro¥hnebyla pozorovana tvorba nespecifickych PCR ktidi©br. 2).

Specifita metody ve smyslu jeji spolehlivosti plentifikaci genumecCbyla kron®
analyzy in silico s pomoci aplikace BLAST testovdaké experimenta#) formou tzv. testu
inkluzivity a testu exkluzivity. Analyza skupinyd®vanych kmein sestavajicich z 9 kmén
MRSA nesoucicimecC 7 kmerii MRSA nesouciclmecAa 5 kmeid S. aureudhalila 100%
inkluzivitu metody, coZz znamen4, Ze vSechny kmeiR8¥A nesoucinecCbyly identifikovany
pozitivre. Experimentalé stanovena 100% exkluzivita pak znamenala, Zze v§ekmeny
MRSA smecAa vSechny kmen$. aureudbyly s pomoci prezentované metody identifikovany
negativrg (Obr. 8).
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6.6 Sterilita, kontaminace

Pro zachovani reprodukovatelnosti metody a pro foét@mové vykonavani analyz je
nezbytné pracovat ve sterilnim piti@sti, se standardnimi ochrannymi prvky pouzivanymi
v laboratgich molekularni biologie. Zakladem jsou rukaviceeritni Sptky pipet, spravné
uskladréni reagent a manipulace s nimi. Michani PCR réaksmesi se provadi ideatnve
sterilnim PCR boxu. fileZitym aspektem je zejména manipulace se ziskaR{@R produkty.

Ty by se nikdy nerly otevirat v prosedi, kde dochazi k michani PCR reakci. Molekuly PCR
produkti mohou uniknout do okolniho présti a mohou kontaminovat budouci PCR reakce.
Jako nastroj detekce kontaminace dopojeme pouzivat negativni kontrolu, proéapou
vazbu o kvali analyzy je vhodné pouzivat také pozitivni kontrolu
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6.7 Obrazova fFiloha
Obr. 3: gPCRnecCMRSA - FAM-BHQ1:

Stanoveni efektivnosti amplifikace (E) pomoci stmdd, piipravenych 10xiednim ref.
kmene MRSA, standardy byly pouzity pro ziskani tkalini kiivky. E byla automaticky
odvozena ze sklonu kalikmai kiivky (tzv. slope), jeji hodnota byla 92,4 %. To gaauje na
robustni a reprodukovatelnou metodu gPCR, pouaitepro spolehlivou kvantifikaci cilové
sekvence. Dynamicky rozsah metodiky pro kvantifikaexperimenty byl stanoven na 7
magnitud, poéinaje vzorkem o koncentraci 40 ng DNA na reakcilnDaranici dynamického
rozsahu metodikyedstavovala kvantifikace vzorku o koncentraci &ax3,10° ng DNA na
reakci (ca 12 kopii genmecQ.

Standard Curve

3
36

L)
Bo=

=
Enor: 0.0125 £ 30] \
Efficiency: 1.848 =5
Slape: -2.750 28
Yintercept: 2218 ﬂ 26
Limk: 0.000 8
24

16
T T T T T T
-4 -3 -2 -1 1] 1
Log Concentration
Amplification Curves Sel
129,396
119396
109,396
59,396 )
09 296 ] =/
T 7939 7
L .
F 593965
&
g 5939
g 49,396
2
L 39,39
29,396
19.396
9396

0604

14



Obr. 4: gPCRnecCMRSA - SYBR green:

Stanoveni efektivnosti amplifikace (E) s pomocindedi, pripravenych 10xtednim ref.
kmene MRSA, standardy byly pouzity pro ziskani tkalini kiivky. E byla automaticky

odvozena ze sklonu kalikmai kiivky (tzv. slope), jeji hodnota byla 78 %ii(glope = 2 je E =
100 %).
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Obr. 5: gPCRnecCMRSA - FAM-BHQ1:

Test detekniho limitu. Detekni limit metody byl stanoven experiment&lmestovanim
standard, pripravenych 10x¥ednim ref. kmene MRSA. Detéki limit metody pedstavuje
analyzu s pouzitim DNA v kvangit3,3 — 3, 7 x 1% (Cp = 39-40).

Samples Results
Inclu... Co... Pos Name Cp Conc (ng) Stand...
v B A6 Sample 6 16.18 3.98E1 3.TOEN
v B AT Sample6 16.43 3. 40E1 3.TOEN
v B A8 Sample 6 16.55 31TE1 3.TOE1
v B ©56 Sample 18 19.92 4_00EQ 3.7T0ED
v B ©57 Sample 18 19.98 3.85E0 3.70ED
v I B8 Sample 18 20.01 3.79E0 3.70E0
v B cC6 37E1 23147 5.44E1 3.T0EA
v Bl cC7 37E1 23.66 4 03E1 3.T0E1
v Bl c& 37E1 23.61 4 15E-1 3.T0E1
v Il 06 Sample 42 2737 4 12E-2 3.70E-2
v Bl 07 Sample 42 27.62 3.55E-2 3.70E-2
v B D06 Sample 42 27.60 3.59E-2 3.70E-2
v B £6 Sample 584 31.26 3.T8E-3 3.70E-3
v B E7 Sample 584 31.66 2.9TE-3 3.70E-3
v B E6 Sample 584 .37 3.54E-3 3.70E-3
v B F6 Sample 66 3582 2.32E4 3.70EA4
v B F7 Sample G6 35.02 3.7T8E4 3.70E4
v I F& Sample G6 3510 3.58E4 3.70EA4
v B GG Sample 78 39.00 3.28E-5 3.70E-5
v B G8 Sample 78 39.00 3.28E-5 3.70E-5
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Obr. 6: gPCRnecCMRSA - SYBR green:

Test specifity PCR produkt(kalibratni kiivka pripravena z izolatu MRSA nesouciho gen
mecQ. Vyuziti funkce , Tm Calling®, automaticky stanopci hodnotnu Tm (°C) melting
peaku kazdého PCR produktu. VSechny amplifikovai®R Porodukty disponuji velice
podobnou hodnotou Tm, to poukazuje na identicky p@&RIukt genumecC

102 3 lals el T lslslwlnle & [z T Ees (eles | Zoom)
Ales |@s |@s @s @s |@s|@s |@s |@s |@s|@s @s| X £ GIETI
Bjo: (@ [@s os|Ds|os|@s os|Ds [0 @s @s] | £ =
C|®s (@s @5 0S5 OS5 (@S (@5 @s @S @5 @5 @S %51571
pjes [@s [@s @s|@s|os|(@s @ @s [@s[@s|@s H
Efes o5 o5 psios|osiosios(os/oslosios] | §7
FIOs Os @s ©5 ©s ©s ©Os Os OS O5 05 @S 2 11.67
Glos|os |os|os|@s |os|os os|0s |[0s|[os|@s [ = -
H|los 0s|0s|@s|@s |@s|os os |@s|os|os @s |, B e 70 72 74 76 78 @0 @2 84 8% @ @ 2 # %
Temperature [*C)

o E

@ Hone B 1 = 2

Display
’Vl' Shoulders ¥ Tm [~ Area [~ Height [~ Width

Samples Melting Peaks
Incl... | C... |P... Name Tm1  Sta...
v [ A1 Sample 1 78.37
v [ A2 Sample 2 78.41
v [ A3 Sample 3 7838
vl [ B1 Sample 13 7848
vl [ B2 Sample 13 78.39
vl [l B3 Sample 13 78.35
vl [ C1 Sample 25 78.51
vl [ cC2 Sample 25 78.44
vl [ C3 Sample 25 78.37
v [ D1 Sample 37 78.52
vl [ D2 Sample 37 78.50
vl [ D3 Sample 37 78.46
v M E1 Sample 49 78.53
¥/ M E2 Sample 49 78.58 B ez 70 7z 74 76 7B @0 82 B4 85 om W % M %
vl [ E3 Sample 49 78.52 Temperature (C)
v M F3 Sample61 78.70 [~ Manual Tm Method

17



Obr. 7: gPCRnecCMRSA - SYBR green:

Zkoumani specifity PCR produkis vyuzitim analyzy #kvky tani PCR produkit Profil tzv.
.Melting curve” je specificky pro PCR produkt gemecG program automaticky stanovuje
konkrétni hodnotu ,Melting peaku” v °C.iiHdentifikaci hodnoty mimo stanoveny interval
program automaticky indikuje nespecificky PCR piktd&ozn.: V pipac navrzené PCR pro
génmecCjsme nezaznamenali amplifikaci nespecifickych piddl program vSak fize i tak
slouzit pro zgtnou kontrolu a nappro eliminaci pipadné lidské chybyiphodnoceni vysledk

v paralelni reakci s MRSA nesoucimecA

Melting Curves

Fluorescence (465-510)

E5 70 Fi] 50 85 g0 95
Temperature [*C)

Melting Peaks

25,286

22,786

20,286

17,786

15,286

12,786

10,286

7786

-{d/dT) Fluorescence {465-510)

5,286

2786

0286

G5 68 70 72 74 76 75 &0 82 ©4 @6 &3 90 G2 4 9%
Temperature [*C)

Results Groups Settings

Samples Results
Incl... | Co... Pos Name Group | Score Res !
L4 B A6 Sample 6 1 0.93 0.93
v I E6 Sample 54 1 0.92 0.92
v E7 Sample 55 MNegative  1.00 1.00
v I E9 SA mecC 1ul 2 1.00 0.68
v I E10 SA mecC 0 5ul 2 0.98 072

cervena barva — PCRecCMRSA, modra — PCRRnecAMRSA, tyrkysova — negativni
kontrola
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Obr. 8: gPCRnecCMRSA - FAM-BHQ1:

Test specifity, zahrnujici test inkluzivity a exkiuvity: qPCR testovani 9 kménMRSA
smecCG 7 kmeri MRSA nesoucichmecAa 5 kmefi S. aureusVSechny testované kmeny
MRSA nesouci gemecChbyly identifikovany pozitive (test inkluzivity). VSechny kmeny
MRSA nesouci gemecAa vSechny testované kme8yaureusyly testovany negatiwn(test
exkluzivity). Uvedené vysledky demonstruji spedaifit spolehlivost prezentované metody.

Samples

Include Color Pos Name Cp  Concentri

4 A1 MRSA 108,797
A2 MRSA
A3 MRSA 98.797
B1 MRSA
B2 MRSA
B3 MRSA

118,797

88,797

78797

E8.797

58.797

48,797

(o]

[

w

by
Fluorescence (465-510)

38.797
E1 mecC 16.25

E2 mecC 17.00 28.797
E3 mecC 15.62
F1 mecC 15.93
F2 mecC 19.13 8.797 |
F3 mecC 19.42
G1 mecC 19.59

G2 mecC 19.34 - . r - - - ; ;
G3 mecC 19.22 ] 10 15 20 25 a0 i 40
i Cycles

18797

-1.203

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEN
=]
%)
0
>

RIS A A A A A L A YRR A RA A AR SRR RA A YA Y

modra — MRSAmMecA, zelena S. aureus purpurova - MRSAnecC

Obr. 9. Ref. sekvence gemecC uloZené v databazi GenBank (www:ncbi.nih.gov):

Srovnani&chto sekvenci s pomoci aplikace BLAST odhalilacjejfl00 % identitu a poukazalo
na vysokou konzervativnost nbpozorované formy genmec - mecCSekvence FR821779.1
(GenBank) pedstavuje prvni zaznam o nové férgenumec- byla publikovana v roce 2011
(Garcia-Alvarezt al, 2011), kmen byl ozen jako MRSAca2s1.

GenBank: KT192641.1

>gi | 871340505]| gb| KT192641. 1| Staphyl ococcus aureus strain TRN6234 alternate
penicillin-binding protein (necC) gene, conplete cds
ATGAAAAAAATTTATATTAGTGTGCTAGT TCTTTTACTAATTATGATTATAATAACTTGGTTATTCAAAG
ATGACGATATTGAGAAAACAATTAGT TCTATTGAAAAAGGAAACTATAACGAAGTATATAAAAATAGITC
AGAAAAAT CTAAACT GCCATATGGAGAAGAAGAAATTGTAGATAGGAATAAAAAAATTTACAAAGATTTA
AGTGTCAATAACTTAAAAATTACTAATCATGAAATTAAAAAAACT GGAAAAGATAAAAAGCAAGT TGATG
TTAAATATAACATATATACAAAATATGGAACTATACGACGTAATACACAATTAAACTTTATTTATGAAGA
TAAGCATTGGAAAT TAGAT TGGAGACCAGACGT AATAGTACCTGGT TTGAAAAATGGACAGAAAATTAAT
ATAGAAACATTAAAAT CAGAGCGAGGCAAAATAAAAGATAGAAAT GGTATAGAATTAGCTAAAACT GGAA
ATACATATGAAATCGGTATTGT CCCTAACAAAACACCCAAAGAAAAATATGATGATATTGCTCGTGACTT
ACAAATTGATACAAAAGCTATAACCAATAAAGT TAATCAAAAAT GGGT TCAGCCAGATTCATTTGTACCA
ATTAAAAAGATAAATAAACAAGATGAATATATAGACAAATTAATTAAATCATACAATTTACAAATAAACA
CTATAAAAAGCCGT GT TTATCCAT TGAACGAAGCAACAGTACACCTTTTAGGT TATGTGGGTCCAATTAA
TTCTGACGAGT TAAAAAGTAAGCAAT TTAGAAACTATAGCAAAAATACT GTTAT TGGAAAAAAAGCCTTA
GAACGCCTCTATGATAAACAATTGCAAAACACTGATGGTTTTAAGGTATCCATTGCAAATACTTATGACA
ATAAACCTTTAGACACATTATTGGAGAAAAAGGCT GAAAACGGAAAAGATCTTCATTTAACTATAGATGC
TAGAGTACAAGAAAGTATTTATAAACATAT GAAAAAT GACGATGGATCTGGTACAGCATTACAACCAAAA
ACTGGAGAAATTTTAGCT TTGGTAAGTACCCCATCGTACCGATGT TTATCCATTCATGAATGGATTAAGCA
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ATAATGACTACCGTAAAT TAACTAACAATAAAAAAGAGCCT TTGCTCAACAAATTTCAAATCACTACATC
ACCAGGT TCAACCCAAAAAATATTAACATCTATTATAGCCT TAAAAGAAAATAAACTAGACAAAAATACT
AATTTTGATATTTATGGTAAGGGT TGCCAAAAAGAT GCAT CATGCGEGGAATTATAATATCACAAGATTTA
AAGTAGTAGACGCCAATATCGATTTAAAGCAAGCAATAGAATCATCAGACAACATATTTTTTGCCCGCAT
TGCATTAGCAT TAGGAGCCAAAAAAT TTGAGCAAGGT ATGCAAGAT TTGGGAAT CGGT GAAAATATCCCG
AGTGATTATCCCTTTTATAAAGCACAAATCTCAAATAGTAAT TTAAAAAATGAAATATTATTAGCAGATT
CAGGATATGGCCAAGGCGAGATACTAGT AAACCCTATACAAATTTTATCAATATACAGT GCTTTAGAAAA
TAACGGAAATATACAAAATCCTCATGT TTTACGTAAAACAAAATCTCAAATATGGAAAAAAGATATTATA
CCTAAAAAAGACATAGATATATTAACT AATGGTATGGAACGT GTAGT TAATAAAACACATAGGGATGATA
TATACAAAAATTATGCCCGAAT TATTGGTAAAT CTGGCACAGCAGAAT TAAAAAT GAATCAAGGGGAAAC
TGGAAGACAAATAGGT TGGT TTGT TTCATATAATAAAAATAATCCTAATATGT TAATGGCGATTAATGI T
AAAGACGT TCAAAATAAAGGGATGGECCACCTATAATCCTACTATATCTGGAAAAGT TTATGATGATTTGT
ATGATAATGGAAAAACTCAATTTGATATAGATCAGTAA

NCBI Reference Sequence: NG_047955.1

>gi | 1035502134| r ef | NG_047955. 1| St aphyl ococcus aureus MLO/ 0061 mecC gene
for PBP2a fami |y beta-lactamresistant peptidoglycan transpepti dase MecC,
conpl ete CDS
TGTTCACACCTCACTTCTTAACTATTATATCATTATTTTGACAAACAGACTACAAATGTAATATTATTGG
ATTACATTTGTAGT ACAAAAGGAGGAAGAGAT GAAAAAAATTTATATTAGTGTGCTAGT TCTTTTACTAA
TTATGATTATAATAACTTGGT TATTCAAAGAT GACGATAT TGAGAAAACAATTAGT TCTATTGAAAAAGG
AAACTATAACGAAGTATATAAAAAT AGT TCAGAAAAAT CTAAACT GGCATAT GGAGAAGAAGAAATTGTA
GATAGGAATAAAAAAATTTACAAAGATTTAAGT GTCAATAACT TAAAAATTACTAATCATGAAATTAAAA
AAACTGGAAAAGATAAAAAGCAAGT TGATGT TAAATATAACATATATACAAAATAT GGAACTATACGACG
TAATACACAATTAAACTTTATTTATGAAGATAAGCAT TGGAAAT TAGAT TGGAGACCAGACGTAATAGTA
CCTGGT TTGAAAAAT GGACAGAAAAT TAAT ATAGAAACAT TAAAAT CAGAGCGAGGCAAAATAAAAGATA
GAAAT GGTATAGAATTAGCTAAAACT GGAAATACATAT GAAATCGGTAT TGT CCCTAACAAAACACCCAA
AGAAAAATATGATGATATTGCTCGT GACT TACAAATTGATACAAAAGCTATAACCAATAAAGT TAATCAA
AAATGGGT TCAGCCAGATTCATTTGTACCAATTAAAAAGATAAATAAACAAGATGAATATATAGACAAAT
TAATTAAATCATACAATTTACAAATAAACACTATAAAAAGCCGT GTTTATCCATTGAACGAAGCAACAGT
ACACCTTTTAGGT TATGT GGGTCCAATTAATTCTGACGAGT TAAAAAGT AAGCAATTTAGAAACTATAGC
AAAAATACT GTTATTGGAAAAAAAGGCCT TAGAACGCCT CTAT GATAAACAAT TGCAAAACACTGATGGT T
TTAAGGTATCCATTGCAAATACT TATGACAATAAACCT TTAGACACAT TATTGGAGAAAAAGCCTGAAAA
CGGAAAAGATCTTCATTTAACTATAGATGCTAGAGTACAAGAAAGT ATTTATAAACATATGAAAAATGAC
GATGGATCTGGTACAGCATTACAACCAAAAACT GGAGAAATTTTAGCT TTGGTAAGTACCCCATCGTACG
ATGTTTATCCATTCATGAATGGATTAAGCAATAATGACTACCGT AAATTAACTAACAAT AAAAAAGAGCC
TTTGCTCAACAAATTTCAAAT CACTACAT CACCAGGT TCAACCCAAAAAATATTAACATCTATTATAGCC
TTAAAAGAAAAT AAACTAGACAAAAATACTAATTTTGATATTTATGGTAAGGGT TGGCAAAAAGAT GCAT
CATGGCGGTAATTATAATATCACAAGATTTAAAGT AGT AGACGGCAATATCGAT T TAAAGCAAGCAATAGA
ATCATCAGACAACATATTTTTTGCCCGCATTGCATTAGCAT TAGGAGCCAAAAAATTTGAGCAAGGTATG
CAAGAT TTGGGAAT CGGTGAAAATAT CCCGAGT GATTATCCCTTTTATAAAGCACAAATCTCAAATAGTA
ATTTAAAAAATGAAATAT TAT TAGCAGAT TCAGGATAT GGCCAAGGCGAGATACTAGT AAACCCTATACA
AATTTTATCAATATACAGT GCTTTAGAAAATAACGGAAATATACAAAATCCTCATGT TTTACGTAAAACA
AAATCTCAAATATGGAAAAAAGATAT TATACCTAAAAAAGACATAGATATATTAACTAATGGTATGGAAC
GTGTAGTTAATAAAACACATAGGGATGATATATACAAAAATTATGCCCGAATTATTGGTAAATCTGGCAC
AGCAGAATTAAAAAT GAAT CAAGGGGAAACT GGAAGACAAATAGGT TGGT TTGT TTCATATAATAAAAAT
AATCCTAATATGT TAATGGCGATTAATGT TAAAGACGT TCAAAAT AAAGGGAT GGCCAGCTATAATGCTA
CTATATCTGGAAAAGT TTATGATGATTTGTATGATAAT GGAAAAACT CAATTTGATATAGATCAGTAATT
CGAATACTTCTTTTGACTTGGTATTAATTAAAAATAAT AGT GAGAAGCGT TTCCACAAAGATTACATTTG
TAATATATAGGAGGAATAAAATTGAAAA

GenBank: KU867950.1

>gb| KU867950. 1| : 15504- 17501 St aphyl ococcus aureus strain ST425 site-

speci fic reconmbi nase CcrAl (ccrAl), site-specific reconbinase CcrB3
(ccrB3), penicillin resistance regulatory protein Mecl (mecl), methicillin
resi stance protein MecRlL (necRl), beta-lactaminducible penicillin binding
protein 2c (nmecC), and beta-|actamase (bl az) genes, conplete cds
ATGAAAAAAATTTATATTAGTGTGCTAGT TCTTTTACTAATTATGATTATAATAACTTGGT TATTCAAAG
ATGACGATATTGAGAAAACAATTAGT TCTATTGAAAAAGGAAACTATAACGAAGTATATAAAAATAGTITC
AGAAAAAT CTAAACT GGCATATGGAGAAGAAGAAATTGTAGATAGGAATAAAAAAATTTACAAAGATTTA
AGTGTCAATAACTTAAAAATTACTAATCATGAAATTAAAAAAACT GGAAAAGATAAAAAGCAAGT TGATG
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TTAAATATAACATATATACAAAATATGGAACTATACGACGTAATACACAATTAAACTTTATTTATGAAGA
TAAGCATTGGAAAT TAGAT TGGAGACCAGACGTAATAGTACCT GGT TTGAAAAAT GGACAGAAAATTAAT
ATAGAAACATTAAAAT CAGAGCGAGGCAAAAT AAAAGATAGAAATGGTATAGAATTAGCTAAAACT GGAA
ATACATATGAAATCGGTATTGT CCCTAACAAAACACCCAAAGAAAAATATGATGATATTCCTCGTGACT T
ACAAATTGATACAAAAGCTATAACCAATAAAGT TAATCAAAAATGGGT TCAGCCAGATTCATTTGTACCA
ATTAAAAAGATAAATAAACAAGATGAATATATAGACAAATTAATTAAATCATACAATTTACAAATAAACA
CTATAAAAAGCCGTGT TTATCCATTGAACGAAGCAACAGTACACCTTTTAGGT TATGTGGGT CCAATTAA
TTCTGACGAGT TAAAAAGT AAGCAATTTAGAAACTATAGCAAAAATACTGT TATTGGAAAAAAAGGCTTA
GAACGCCTCTATGATAAACAATTGCAAAACACTGATGGT TTTAAGGTATCCATTGCAAATACTTATGACA
ATAAACCTTTAGACACAT TATTGGAGAAAAAGCCT GAAAACGGAAAAGATCTTCATTTAACTATAGATGC
TAGAGTACAAGAAAGTATTTATAAACATATGAAAAAT GACGATGGATCTGGTACAGCATTACAACCAAAA
ACTGGAGAAATTTTAGCTTTGGTAAGTACCCCATCGTACGATGT TTATCCATTCATGAATGGATTAAGCA
ATAATGACTACCGTAAATTAACTAACAATAAAAAAGAGCCTTTGCTCAACAAATTTCAAATCACTACATC
ACCAGGT TCAACCCAAAAAATATTAACATCTATTATAGCCT TAAAAGAAAATAAACT AGACAAAAATACT
AATTTTGATATTTATGGTAAGGGT TGGCAAAAAGAT GCATCATGCGGGAATTATAATATCACAAGATTTA
AAGTAGTAGACGCCAATATCGATTTAAAGCAAGCAATAGAATCATCAGACAACATATTTTTTGCCCGCAT
TGCATTAGCATTAGGAGCCAAAAAATTTGAGCAAGGT ATGCAAGAT TTGGGAATCCGTGAAAATATCCCG
AGTGATTATCCCTTTTATAAAGCACAAATCTCAAATAGTAATTTAAAAAATGAAATATTATTAGCAGATT
CAGGATATGGCCAAGGCGAGATACTAGTAAACCCTATACAAATTTTATCAATATACAGTGCTTTAGAAAA
TAACGGAAATATACAAAATCCTCATGT TTTACGT AAAACAAAAT CTCAAATATGGAAAAAAGATATTATA
CCTAAAAAAGACATAGATATATTAACTAATGCGTATGGAACGT GTAGT TAATAAAACACATAGGGATGATA
TATACAAAAATTATGCCCGAAT TATTGGTAAAT CTGGCACAGCAGAAT TAAAAAT GAAT CAAGGGGAAAC
TGGAAGACAAATAGGTTGGT TTGTTTCATATAATAAAAATAATCCTAATATGT TAATGCCGATTAATGI T
AAAGACGT TCAAAATAAAGGGAT GCCCAGCTATAATGCTACTATATCTGGAAAAGT TTATGATGATTTGT
ATGATAATGGAAAAACTCAATTTGATATAGATCAGTAA

GenBank: LK024544.1

>gi | 657406205: 4534- 6531 St aphyl ococcus aureus SCCnec type Xl region, strain

ZTA09/ 03698- 9ST

TTACTGATCTATATCAAATTGAGT TTTTCCATTATCATACAAATCATCATAAACTTTTCCAGATATAGTA
GCATTATAGCTGGECCATCCCTTTATTTTGAACGT CTTTAACAT TAATCGCCATTAACATATTAGGATTAT
TTTTATTATATGAAACAAACCAACCTATTTGTCTTCCAGTTTCCCCTTGATTCATTTTTAATTCTCCTGT
GCCAGATTTACCAATAATTCGGCCATAATTTTTGTATATATCATCCCTATGTGI TTTATTAACTACACGT
TCCATACCATTAGI TAATATATCTATGTCTTTTTTAGGTATAATATCTTTTTTCCATATTTGAGATTTTG
TTTTACGTAAAACATGAGGATTTTGTATATTTCCGT TATTTTCTAAAGCACTGTATATTGATAAAATTTG
TATAGGGT TTACTAGTATCTCGCCTTGECCATATCCTGAATCTGCTAATAATATTTCATTTTTTAAATTA
CTATTTGAGATTTGTGCTTTATAAAAGGGATAATCACT CGGGATATTTTCACCGATTCCCAAATCTTGCA
TACCTTGCTCAAATTTTTTGGCTCCTAATGCTAATGCAAT GCGEGCAAAAAATATGITGTCTGATGATTC
TATTGCTTCCTTTAAATCGATATTGCCGTCTACTACTTTAAATCTTGTGATATTATAATTCCCCCATGAT
GCATCTTTTTGCCAACCCTTACCATAAATATCAAAATTAGTATTTTTGICTAGITTATTTTCTTTTAAGG
CTATAATAGATGTTAATATTTTTTGGGT TGAACCTGGTGATGTAGT GATTTGAAAT TTGT TGAGCAAAGG
CTCTTTTTTATTGITAGITAATTTACGGTAGTCATTATTGCTTAATCCATTCATGAATGGATAAACATCG
TACGATGGEGGTACT TACCAAAGCTAAAATTTCTCCAGI TTTTGGT TGTAATGCTGTACCAGATCCATCGT
CATTTTTCATATGTTTATAAATACTTTCTTGTACTCTAGCATCTATAGTI TAAATGAAGATCTTTTCCGTT
TTCAGCCTTTTTCTCCAATAATGTGTCTAAAGGT TTATTGTCATAAGTATTTGCAATGGATACCTTAAAA
CCATCAGIGITTTGCAATTGT TTATCATAGAGGECGT TCTAAGCCTTTTTTTCCAATAACAGTATTTTTGC
TATAGI TTCTAAATTGCTTACTTTTTAACTCGT CAGAAT TAAT TGGACCCACATAACCTAAAAGGTGTAC
TGTTGCTTCGT TCAATGGATAAACACGECTTTTTATAGTGI TTATTTGTAAATTGTATGATTTAATTAAT
TTGTCTATATATTCATCTTGTTTATTTATCTTTTTAATTGGTACAAATGAATCTGCCTGAACCCATTTTT
GATTAACTTTATTGGT TATAGCTTTTGTATCAATTTGTAAGT CACGAGCAATATCATCATATTTTTCTTT
GGGTGITTTGT TAGGGACAATACCGATTTCATATGTATTTCCAGT TTTAGCTAATTCTATACCATTTCTA
TCTTTTATTTTGCCTCGCTCTGATTTTAATGT TTCTATATTAATTTTCTGTCCATTTTTCAAACCAGGTA
CTATTACGT CTGGTCTCCAATCTAATTTCCAATGCTTATCTTCATAAATAAAGI TTAATTGIGTATTACG
TCGTATAGI TCCATATTTTGTATATATGT TATATTTAACATCAACTTCCTTTTTATCTTTTCCAGTTTTT
TTAATTTCATGATTAGTAATTTTTAAGT TATTGACACTTAAATCTTTGTAAATTTTTTTATTCCTATCTA
CAATTTCTTCTTCTCCATATGCCAGI TTAGATTTTTCTGAACTATTTTTATATACTTCGITATAGITTCC
TTTTTCAATAGAACTAATTGITTTCTCAATATCGTCATCTTTGAATAACCAAGT TATTATAATCATAATT
AGTAAAAGAACTAGCACACTAATATAAATTTTTTTCAT
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NCBI Reference Sequence: NZ_CSBF01000001.1

>gi | 916220418: 393015-395012 St aphyl ococcus aureus genone assenbly

7907 _7#24, scaffold ERS104548SCconti g000001, whol e genone shot gun sequence
TTACTGATCTATATCAAATTGAGT TTTTCCATTATCATACAAATCATCATAAACTTTTCCAGATATAGTA
GCATTATAGCTGGCCATCCCTTTATTTTGAACGTCTTTAACATTAATCGCCATTAACATATTAGGATTAT
TTTTATTATATGAAACAAACCAACCTATTTGTCTTCCAGTTTCCCCTTGATTCATTTTTAATTCTGCTGT
GCCAGATTTACCAATAATTCGCGCATAATTTTTGTATATATCATCCCTATGTGTTTTATTAACTACACGT
TCCATACCATTAGTTAATATATCTATGTCTTTTTTAGGTATAATATCTTTTTTCCATATTTGAGATTTTG
TTTTACGTAAAACATGAGCGATTTTGTATATTTCCGT TATTTTCTAAAGCACTGTATATTGATAAAATTTG
TATAGGGTTTACTAGTATCTCGCCTTGECCATATCCTGAATCTGCTAATAATATTTCATTTTTTAAATTA
CTATTTGAGATTTGTGCTTTATAAAAGGGATAATCACT CGGGATATTTTCACCGATTCCCAAATCTTGCA
TACCTTGCTCAAATTTTTTGGCTCCTAATGCTAAT GCAATGCGCCCAAAAAATATGT TGTCTGATGATTC
TATTGCTTGCTTTAAATCGATATTGCCGTCTACTACTTTAAATCT TGTGATATTATAATTCCCCCATGAT
GCATCTTTTTGCCAACCCTTACCATAAATATCAAAATTAGTATTTTTGTCTAGTTTATTTTCTTTTAAGG
CTATAATAGATGTTAATATTTTTTGGGT TGAACCTGGT GATGTAGT GATTTGAAATTTGT TGAGCAAAGG
CTCTTTTTTATTGTI TAGT TAATTTACGGTAGTCATTATTGCTTAATCCATTCATGAATGGATAAACATCG
TACGATGGGGTACTTACCAAAGCTAAAATTTCTCCAGT TTTTGGT TGTAATGCTGTACCAGATCCATCGT
CATTTTTCATATGTTTATAAATACTTTCTTGTACTCTAGCATCTATAGT TAAATGAAGATCTTTTCCGTT
TTCAGCCTTTTTCTCCAATAATGTGTCTAAAGGT TTATTGTCATAAGTATTTGCAATGGATACCTTAAAA
CCATCAGTGTTTTGCAATTGT TTATCATAGAGGCGTTCTAAGCCTTTTTTTCCAATAACAGTATTTTTGC
TATAGTTTCTAAATTGCTTACTTTTTAACT CGTCAGAAT TAATTGGACCCACATAACCTAAAAGGTGTAC
TGTTGCTTCGT TCAATGGATAAACACGCCTTTTTATAGTGT TTATTTGTAAATTGTATGATTTAATTAAT
TTGTCTATATATTCATCTTGTTTATTTATCTTTTTAATTGGTACAAATGAATCTGGCTGAACCCATTTTT
GATTAACTTTATTGGTTATAGCTTTTGTATCAATTTGTAAGT CACGAGCAATATCATCATATTTTTCTTT
GGGTGTTTTGT TAGGGACAATACCGATTTCATATGTATTTCCAGT TTTAGCTAATTCTATACCATTTCTA
TCTTTTATTTTGCCTCGCTCTGATTTTAATGT TTCTATATTAATTTTCTGICCATTTTTCAAACCAGGTA
CTATTACGTCTGGTCTCCAATCTAATTTCCAATGCTTATCTTCATAAATAAAGT TTAATTGTGTATTACG
TCGTATAGTTCCATATTTTGTATATATGT TATATTTAACATCAACTTGCTTTTTATCTTTTCCAGITTTT
TTAATTTCATGATTAGTAATTTTTAAGT TATTGACACTTAAATCTTTGTAAATTTTTTTATTCCTATCTA
CAATTTCTTCTTCTCCATATGCCAGTTTAGATTTTTCTGAACTATTTTTATATACTTCGTTATAGTITTCC
TTTTTCAATAGAACTAATTGT TTTCTCAATATCGT CATCTTTGAATAACCAAGT TATTATAATCATAATT
AGTAAAAGAACTAGCACACTAATATAAATTTTTTTCAT

Staphylococcus auressibspaureusLGA251 complete genome sequence

GenBank: FR821779.1

>gi | 344176319: 35681- 37678 Staphyl ococcus aureus subsp. aureus LGA251
conpl et e genonme sequence

TTACTGATCTATATCAAATTGAGT TTTTCCATTATCATACAAATCATCATAAACTTTTCCAGATATAGTA
GCATTATAGCTGECCATCCCTTTATTTTGAACGTCTTTAACATTAATCGCCATTAACATATTAGGATTAT
TTTTATTATATGAAACAAACCAACCTATTTGICTTCCAGITTCCCCTTGATTCATTTTTAATTCTGCTGT
GCCAGATTTACCAATAATTCGGGCATAATTTTTGTATATATCATCCCTATGTGT TTTATTAACTACACGT
TCCATACCATTAGTTAATATATCTATGICTTTTTTAGGTATAATATCTTTTTTCCATATTTGAGATTTTG
TTTTACGTAAAACATGAGGATTTTGTATATTTCCGTTATTTTCTAAAGCACTGTATATTGATAAAATTTG
TATAGGGTTTACTAGTATCTCGCCTTGGCCATATCCTGAATCTGCCTAATAATATTTCATTTTTTAAATTA
CTATTTGAGATTTGTGCTTTATAAAAGGGATAATCACTCGGGATATTTTCACCGATTCCCAAATCTTGCA
TACCTTGCTCAAATTTTTTGGECTCCTAATGCTAATGCAAT GCGEECAAAAAATATGT TGTCTGATGATTC
TATTGCTTGCTTTAAATCGATATTGCCGTCTACTACTTTAAATCTTGTGATATTATAATTCCCCCATGAT
GCATCTTTTTGCCAACCCTTACCATAAATATCAAAATTAGTATTTTTGTCTAGI TTATTTTCTTTTAAGG
CTATAATAGATGT TAATATTTTTTGGGT TGAACCTGGTGATGTAGTGATTTGAAATTTGT TGAGCAAAGG
CTCTTTTTTATTGTTAGTTAATTTACGGTAGTCATTATTGCTTAATCCATTCATGAATGGATAAACATCG
TACGATGGGGTACTTACCAAAGCTAAAATTTCTCCAGT TTTTGGT TGTAATGCTGTACCAGATCCATCGT
CATTTTTCATATGTTTATAAATACTTTCTTGTACTCTAGCATCTATAGT TAAATGAAGATCTTTTCCGIT
TTCAGCCTTTTTCTCCAATAATGTGTCTAAAGGT TTATTGTCATAAGTATTTGCAATGGATACCTTAAAA
CCATCAGTGTTTTGCAATTGT TTATCATAGAGGCGT TCTAAGCCTTTTTTTCCAATAACAGTATTTTTGC
TATAGTTTCTAAATTGCTTACTTTTTAACTCGTCAGAATTAATTGGACCCACATAACCTAAAAGGTGTAC
TGITGCTTCGT TCAATGGATAAACACGCCTTTTTATAGTGTTTATTTGTAAATTGTATGATTTAATTAAT
TTGTCTATATATTCATCTTGI TTATTTATCTTTTTAATTGGTACAAATGAATCTGGCTGAACCCATTTTT
GATTAACTTTATTGGTTATAGCTTTTGTATCAATTTGTAAGT CACGAGCAATATCATCATATTTTTCTTT
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GGGTGITTTGT TAGGGACAATACCGATTTCATATGTATTTCCAGT TTTAGCTAATTCTATACCATTTCTA
TCTTTTATTTTGCCTCCCTCTGATTTTAATGT TTCTATATTAATTTTCTGICCATTTTTCAAACCAGGTA
CTATTACGTCTGGTCTCCAATCTAATTTCCAATGCTTATCTTCATAAATAAAGI TTAATTGTGTATTACG
TCGTATAGITCCATATTTTGTATATATGI TATATTTAACATCAACTTGCTTTTTATCTTTTCCAGITTTT
TTAATTTCATGATTAGTAATTTTTAAGT TATTGACACTTAAATCTTTGTAAATTTTTTTATTCCTATCTA
CAATTTCTTCTTCTCCATATGCCAGTI TTAGATTTTTCTGAACTATTTTTATATACTTCGITATAGITTCC
TTTTTCAATAGAACTAATTGTTTTCTCAATATCGTCATCTTTGAATAACCAAGT TATTATAATCATAATT
AGTAAAAGAACTAGCACACTAATATAAATTTTTTTCAT

lIl Zd dvodnéni, srovnani novosti postupu

MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus aureusije dilezitym patogenem
v celos¥tovem ngtitku. Zavedeni fisnych epidemiologickych opahi pro zamezeni dalSiho
Sikeni kmeri MRSA ve Skandinavskych statech nebo v Holandskass&icilo jako ginné
opateni sphujici stanoveny cil, jelikoz vyskyt MRSA ¥dhto statech je velice nizky (Bode
al., 2011, Tiemersmat al, 2005). Pro &nné plreni takovychto opdéeni je ovsem iezité
disponovat rychlymi a spolehlivymi diagnostickymetadami identifikace MRSA. Optimalni
alternativou je kombinace kulti¥aich technik (po identifikaci druhu se t&§E€ji monitoruje
rezistence na cefoxitin) s konfirmaci pomoci molékw-genetickych metod (Aydinest al,
2012; Kluytmans-van den Bergdt al, 2014). Vyhodou molekulagrgenetickych metod ve
srovnani s kultivenimi techniky je zejména rychlost jejich proveder@produkovatelnost,
nebo pistupnost k automatizaci. Molekularni metody idiédice MRSA jsou postaveny
negastji na S. aureus- specifické PCR, doptmé o PCR detekujici gemecA Ten je
genetickym determinantem pro fenotyp methicilinoxécilinové rezistence. iiRladem
uvedeného ffistupu je metodika dle Manga a Vyetva (2013), vyuZivajici gPCR identifikaci
sekvence gennucspecifickou prd. aureusktera je dopléna o PCR genmecA Fxi uvedené
strategii je pak i testovani srsnych vzork vhodné kalkulovat s moznym vyskytem MRCNS
(methicillin-resistant coagulase-negative staphyteg), které by mohly ovlivnit vyhodnoceni
vysledki. ReSenim je srovnavani Cp hodnot u obou gPCR, tj.RyP&3tujiciS. aureus
specifickou sekvenci a gPCR testujicécAgen, nebo pracecsstymi kultury. Jinym pistupem
je metoda qPCR, identifikujici tzv. S@@celement (staphylococcal cassette chromosoe®
element), obsahujici jaknecA gen, tak iS. aureusspecificky genorfX (SCQOnec-orf¥
(Huletsky et al, 2004). Na uvedenémiiptupu jsou zaloZenéékieré kometné vyrakené
metody identifikace MRSA (Xpert MRSA assay (Ceph&dnnyvale, CA, USA; GeneOhm
MRSA assay (BD Diagnostics, San Diego, CA, USAkk@i, ani tyto metody nejsouip
identifikaci MRSA plr¢ spolehlivé (Rossnest al, 2008; Snydeet al, 2010). Jednim zisroda
problémi se spolehlivostigthto metod je vysoka diverzita sekvence &@&C-orfX Recentni
objev nového homologmecA- genunecC(Garcia-Alvarezt al, 2011), ktery nelze detekovat
ani jednou z vySe popsanych strategiistagkomplikoval spolehlivost molekularni detekce
MRSA.

Prezentovana uplatna certifikovana metodika poskytuj&idné reSeni pro vzniklou
situaci. Optimalizovany, originalni navrh gPCR itikace slouzi jako dopkni k jinym gPCR
metoddm identifikace MRSA, scilem zavedeni spolej§liho, vysoce vykonného
molekularniho screeningového nastroje. Konkrétrérahtivou pro vyuZziti metody ip
spolehliwjsi identifikaci MRSA je nap suplementace metody Manga a Vliet4, (2013).
Existence podobné metody gPCR pro identifikaci gaeaCv CR neni autaim prezentované
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certifikované metodiky znama. Ve&w jiz byly publikovany PCR metody identifikace nové
formy MRSA nesoucimecC In silico analyzagchto metod ovSem nazhige, Ze mnohé z nich
negredstavuji varianty vhodné pro rutinni, ploSné tesid (detail®jSi komentév kapitole 6.2
~Publikované metody PCR pro gemecC). Autoii certifikované metodiky se proto rozhodli
pro vlastni, originalni ndvrh metody na principuGHR Dle aktuélnich poznatllexistuje pouze
jediny kome#né vyrakeny kit, ktery zohleduje i detekcimecCMRSA, vCR neni distribuovan
(MRSA/SA Elite MGP Kit; EliTech Molecular Diagnostics, Puteaux, Frayc

IV Popis uplatnéni Certifikované metodiky

Prezentovana certifikovana metodika jeiama k vyuzivani primaenpro chovatele
hospodéskych zvfat a pro mikrobiologické diagnostické labotatonebo pro veterinarni
klinickou diagnostiku. Druls. aureusscetré jeho methicilin rezistentnich forentqustavuje
jeden z nejvyznan#sich patoget v prostedi chovu hosp. zkat. Jedna se o druh &mym
vyskytem na pokoZce Zwt i lidi, kmenyS. aureu8VIRSA ovSem pedstavuji riziko infekce a
mohou byt picinou nemoci a vaznych zdravotnich komplikacitatvii lidi. Dalezitym
nastrojem pro redukci vyskytu onemeénon zpisobenych MRSA je existence rychlé a
spolehlivé diagnostiky, vyuZitelné v klinické veatérni praxi. Metodika na principu qPCR
nabizi moderni alternativu pro diagnostiku spek#fidormy kmelh MRSA, kter4d WCR
prozatim neni rutifhvySetovana. Pednosti metody je rychlost, citlivost, reproduk@haost
a moznost kvantifikace patogene-li to Zadouci. Prezentovana metodika obsatejailni
popis navrhu metody, popis postupu a tedko schématu, validaci zakladnich parafhetr
metody a informace pro interpretaci vyslédinalyzy.

Metodika ma zcela jistraiznorodé vyuZziti. MoZno ji prezentovat jako &ast nastrdj a
postup, slouzicich ke kontrole mikrobialni kontaminacedraein, jejich bezpénosti, nebo
hygieny jejich vyroby (zejména ni#éé a masové vyrobky). Rebnost existence metodiky
vyplyva z obecného zajmu spdimsti. Metodiku Ize uplatnit podoBrjako jiné diki postupy
metod na hodnoceni mikrobiélnich parametkceptovanych napv rdmci plgni naizeni ES
¢. 852 o hygie# potravin, nebo ridzeni ES:. 853 o hygie# potravin Ziv@iSného fivodu. Dle
naizeni EU by ndli vyrobci potravin a provozovatelé potravisaych podniki pri svécinnosti
dodrzovat principy HACCP (systém kontroly kritickydodi vyroby), sodasti kterych je
i uplatiovani zasad spravné vyrobni a hygienické praxe.iipag poteby kontroly
kontaminace kmeny MRSA s genemecC pak vznika prostor pro aplikaci prezentované
metody.

Jiné, velice vyznamné uplam metodiky je prosedi humanni klinické diagnostiky.
Kmeny MRSA jsou v satasnosti vyznamnym patogenettovéka a nap. v nemocninim
prostedi jsoucasto znané rozsteny, zmisobuji zavazné infekce s komplikovanym procesem
lécby. Podobn jako ve veterinarni praxi, |ékska mikrobidlni diagnostika ¢R prozatim
standarda nekalkuluje s fitomnosti nové formy MRSA nesouci gemecC Na zaklad
recent publikovanych epidemiologickych studii je ovSemzmo gedpokladat, Ze takové
kmeny se \CR jiz vyskytuji. V zavislosti na pouzité diagnogticmetod tak analyzy mohou
generovat faleghnegativni vysledky ffitomnosti MRSA, co riize mit zavazné nasledky pro
Uspesnost stanovené terapie paéient
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| kdyZ se zd4, Ze ploSné zastouper@icCMRSA u zviat a lidi v Evrog je v piméru
ponmerné nizké, dikazem opodstatimosti testovanmecCpii monitoringu MRSA jsou i &ktera
recentni pozorovani, kdy vyskytecCMRSA byl nezanedbatelny (5,9 — 68,8 %), (Déaal,
2016). Nekolik studii zjistilo, Ze frekvence vyskytmecCMRSA je vysoka u migného skotu,
co naznauje, ze skot by mohlipdstavovat rezervoaéahto kmeri (Garcia-Alvarezet al,
2011). Jiné studie zjistili vysoky vyskytecCMRSA u vysoké zéie a u hlodavitve Spaglsku
(Gomezet al, 2015), nebo u domécich ati ve Svédsku (Unnerstatial, 2013). Opomenout
nelze také skutmost, Ze kmenymecC MRSA jiz byly detekovany prakticky ve vSech
Evropskych statech (Dieat al, 2016) a logicky mozZnocekavat jejich dalsi &ni. | kdyz je
puvod kmeri mecCMRSA nejasny, existujiikazy, Zze kontakt se Aty predstavuje jisté
riziko pro zdraviclovéka a Zze kmenynecCMRSA mohou byt §&ny mezi dznymi druhy
(Patersoret al, 2014). hilezitost zavedeni odpovidajici metody detekujieicCMRSA do
rutinniho provozu humanni mikrobialni diagnostikystruje nap. studie Garcia-Garrott al,
(2014), ktera popisujeffpad umrti pacienta na o#ldni intenzivni p& v nemocnici ve
Spartlsku v disledku sepse figobené kmenemecCMRSA.

Disponovani spolehlivymi nastroji identifikaceecCMRSA a kontinualni hodnoceni
jejich vyskytu u zviat a lidi je zakladem pro ziskani novych epidengmkych poznatk o této
nové fornt MRSA. Ziskané poznatky mohou byt vyuZzity préininou eliminaci kmed,
jakkoliv se jejich recentni vyskyt u hospasléych zvfat a lidi jevi jako nizky.

V souhrnu mozno konstatovat, Ze cilovou skupinwat&ii metodiky gedstavuji kror
chovatel hospodéskych zvfat a zpracovatél zivociSnych produki, potravindi, také
komegni laboratde se zar&enim na aplikovanou mikrobiologii a genetiku, ko organy,
klinick&a veterinarni a humanni diagnostika, vyzkéntistavy, vysoke Skoly apod.

V Ekonomické aspekty

Ekonomicky pinos je soutasti podpory &inné a spolehlivé mikrobialni diagnostiky
pouZivané ve veterimsgtvi, s cilem podpory produkce zdravych Zigoych produki masného
i mlééného ptimyslu a zamezeni i®ini patogennich kmén Rychla a spolehliva klinicka
diagnostika je saiasti &inné a spravné terapie postizenychiava tim redukuje naklady na
Iécbu zviat pro chovatele. ZvySeni kvality diagnostiky takone&ném disledku ma pozitivni
ekonomicky dopad. Riziko pozitivniho nalezu kmdéWiRSA neplati pouze pro prvovyrobce
masa a mléka, ale také pro finalni potravinové bkyo Pozitivni nalez patogenu pak pro
potravindské vyrobce mize znamenat citelné ekonomické ztraty.

Predpokladané ekonomické&iposy (v tis. K) vztazené na konkrétniho uzivateldi p
vylou¢eni 0,05% syroveho kravského mléka z dalSiho zpéadovzhledem k mikrobialni
kontaminaci pedstavuji réni ztraty pro daného uzivatet@stku cca 350 tis. & V pripact
dalSich komodit (maso, kozy a ovce) lzeéekavat ekonomicky ffinos g eliminaci
kontaminace cca 1 mil Kza rok. Ekonomicky inos vyplyvajici z uplaini metodiky je
determinovan frekvenci vyskytu nové formy MRSA rltge v sodasnosti obechpovazovana
za zidkavou. Mnohé recentni studie v krajinach EU ovagpozonuji na nalezy chav
Vv prvovyrokE ZivocisSnych produki s pongrné vysokym vyskytem MRSA nesoucichecC
V dasledku absence jednotného schématu mikrobidlnhd&iky MRSA, kterd by zahrnovala
i vzacné formy MRSA, bohuZel chybi spolehlivé Gdajeyskytu této formy MRSA ¢R.
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Predpokladané jiné ffnosy: jinymi @inosy jsou socioekonomické ztraty vzniklé
v souvislosti s moznym onemagrim u lidi. Stanoveni konkrétniho ekonomickékimpsu je
vzhledem k jiz zmiovanym fakim (absence odpovidajici diagnostiky, absence irdorm
o vyskytu MRSA nesoucicmecCu lidi) problematické.

VySe naklad na analyzu je variabilni vzhledem k Siroké skgpmoznych uZivateél
metodiky. Cena analyzy klesa s¢pggm testovanych vzoiék Daivodem je obchodni politika
vyrobai a distributoéi chemikalii, pouzitych v metodice a ra¥n cena prace Vv paodru
k mnozstvi testovanych vzaranalyza skolika vzorki a desitek vzorkse filis neliSicasem,
pottebnym na vykonani analyzy). Cena analyzy zavisié tala zvolenych reagencich
a chemikaliich, 1ze sam#gjme¢ pouzivat jakékoliv izokni kity nebo postupy pro izolaci DNA
a lze pouzivat gPCR mastermixy a plastik édnych vyrobé. Cenu jedné analyzy na
pracovisti s odpovidajicim vybavenim odhadujem5ta— 350 K dle pouzité varianty g°PCR
(SYBR green versus sonda).
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