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I. Cil metodiky
Cilem uplatnéni metodiky je rozliSeni sérotypu 1/2 Streptococcus suis od sérotypu 2 a sérotypu 1 od

sérotypu 14.

I1. Vlastni popis metodiky

1. Uvod

Streptococcus suis je puvodcem vyznamnych chorob ¢loveéka i hospodaiskych zvitat, zejména
prasat. Klinické projevy infekce lidi nebyvaji ptilis Casté, ale byvaji zavazné. NejCastéji se jedna o
purulentni meningitidu ¢asto spojenou se ztratou sluchu a vestibularni dysfunkci. Dalsi klinické
projevy mohou predstavovat septikémii, artritidu, endokarditidu a pneumonii. Ve vaznych
ptipadech mohou klinické komplikace koncit smrti pacienta (Dutkiewicz et al. 2017).

Izolaty Streptococcus suis nejsou uniformni. Na zéklad€ odliSnosti kapsularnich polysacharida v
soucasné dobé rozliSujeme 29 riznych sérotypt Streptococcus suis (Okura et al. 2014; Okura et al.
2016). Za zoonotické kmeny pienosné ze zvifat na ¢loveéka jsou povazovany sérotypy 2 a 14
(Dutkiewicz et al. 2017).

Soucasné metody sérotypizace S. suis jsou zaloZeny na dvou riiznych metodickych pfistupech.
Prvnim je klasicka aglutinacni reakce se séry obsahujicimi protilatky specifické k jednotlivym
sérotyptiim. Tato metoda umoznuje rozliSeni sérotypt 1/2 vs. 2 a 1 vs. 14, ale vysledky mohou byt
nejednoznacné (Roy et al. 2017). Druhym metodickym pfistupem je detekce genli specifickych pro
lokus syntézy kapsuldrniho polysacharidu jednotlivych sérotypli pomoci polymerdzové fetézové
reakce (PCR) (Liu et al. 2013; Kerdsin et al. 2014, Okura et al. 2014). Nevyhodou tohoto pfistupu
je nemoznost vzajemné odlisit sérotyp 1/2 od sérotypu 2 a stejné tak 1 sérotyp 1 od sérotypu 14 a to
z divodu vysoké podobnosti genti lokusu pro syntézu polysacharidu. Pfitom praveé rozliseni téchto
sérotypl je velmi dileZité, protoZe sérotypy 2 a 14 jsou povaZovany za zoonotické, zatimco
sérotypy 1/2 a 1 ne (Gottschalk a Segura 2007; Dutkiewicz et al. 2017). Podrobnou analyzou
sekvenci genti pro syntézu polysacharidi téchto sérotypti bylo zjisténo, ze se sérotyp 1/2 lisi od
sérotypu 2 v jednonukleotidové substituci genu cpsK. Stejné tak se sérotyp 1 lisi od sérotypu 14 ve
stejné jednonukleotidové substituci genu cpsK (Athey et al. 2016). Analyzou substituce genu cpsK
tak 1ze urcit, zda izolat identifikovany pomoci PCR jako sérotyp 1/2 nebo 2 je sérotypu 2 nebo 1/2.
Podobné izolat identifikovany pomoci PCR jako 1 nebo 14 lze analyzou substituce v genu cpskK
rozli$it dale na sérotyp 1 nebo 14.

Bylo zjisténo (Athey et al. 2016), Ze pfitomnost guaninu v nukleotidové pozici 483 genu cpsK je
typickd pro sérotyp 2 a 14, zatimco sérotypy 1/2 a 1 maji v této pozici jiny nukleotid. Pfitomnost
guaninu v pozici 483 genu cpsK lze detekovat pomoci restrikéni endonukleazy BstNI. V piipadé

pritomnosti guaninu v pozici 483 je PCR produkt genu cpsK BstNI nasStépen, v ptipad¢ jiného



nukleotidu v této pozici BstNI PCR produkt nenastépi. Pfitomnost nastépenych nebo nenastépenych

fragmenti PCR produktu lze detekovat gelovou elektroforézou.

2. Detekce substituce genu cpsK metodou end-point polymerazové retézové reakce a Stépeni

PCR produktu restrikéni endonukleiazou BstNI

2.1 Piedmét piisobnosti a podstata metody

Tato metodika popisuje postup pouzitelny k odliSeni sérotypu 1/2 od sérotypu 2 a sérotypu 1 od
sérotypu 14 Streptococcus suis. Pfedpoklada predchozi identifikaci nerozliSenych sérotypt 1/2, 2 a
1, 14 od ostatnich sérotypt Streptococcus suis naptiklad multiplexni PCR reakei (Liu et al. 2013;
Kerdsin et al. 2014, Okura et al. 2014) nebo aglutina¢ni reakct.

Metoda je zalozena na end-point polymerdzové fetézové reakci, ndsledném Stépeni PCR produktu

restrikéni endonukledzou BstNI (PCR-RFLP) a vizualizaci produktt $tépeni v agar6zovém gelu.

2.2 Potireby a pomiicky

2.2.1 Oligonukleotidové primery

Metodika pouziva primer cpsK-F 5’-GTTGCTGGTTATGATAGGGTAG-3’ do genu cpsK podle
publikace Athey et al. 2016, druhy primer cpsK-R2 5’-AAGCTTCTTTTGCTGTTTGCTC-3" do
genu cpsK je navrZen autory metodiky.

PCR produkt amplifikovany primery cpsK-F + cpsK-R2 je dlouhy 486 bp. Stépeni PCR produktu
na fragmenty 139bp a 347bp detekuje piitomnost 483 nt G v misté pro restrikéni endonukleazu
BstNI. To je spojeno se sérotypem 2 nebo 14. Pokud se PCR produkt nestépi, jde o sérotyp 1/2 nebo
1.

2.2.2 Referen¢ni kmeny

Pro ovéfeni spravnosti postupu identifikace sérotypii byly pouzity referencni sérotypové kmeny 1/2,
1, 2 a 14 (Perch et al. 1983, Gottschalk et al. 1989) a dalsi kmen sérotypu 1/2, jehoz substituce v
genu cpsK je jina, neZ u referencniho sérotypového kmenu 1/2 (Tabulkal). Identita sérotypu vSech

pouzitych kment byla ovéfena celogenomovym sekvenovanim.



Tabulka 1. Sekvence genu cpsK referen¢nich kment okolo mista substituce 483 bp.

sérotyp vzorek cpsK TAGAGGCGGATGGTCATCGCTTTGTGGTGGCCTGGAATAAACTCTATAAAAAAG

S2 A e e e e e e e e e e e e e e e e e e
S14 2
S1/2 C D12 e e i i e Co e
S1/2 T AL e e e e e e e e e e T
Sl A2 e e e e e et e e e T. e

Cilové misto restrikéni endonukledzy je podtrzeno, nukleotid 483 genu cpsK je kurzivou a je tuéné
zvyraznén. Tecky pifedstavuji shodu nukleotidové sekvence vici referencni sekvenci KX870076.1

genu cpsK.

2.2.3 Ostatni reagencie

Pro PCR byl pouzit Plain PP Master Mix, katalogové &islo P201, firmy TopBio (Ceska republika).
Restrikéni endonukleaza BstNI, katalogové Cislo RO168S, byla zakoupena od firmy New England
Biolabs, (USA).

Pro elektroforézu produktii Stépeni BstNI byla pouzita agréza, katalogové Cislo P045, firmy TopBio
(Ceska republika).

Pro vizualizaci DNA v agar6zovém gelu byla pouZita interkala¢ni barva SimplySafe, katalogoveé
¢islo E4600-01, firmy EURx Sp. z 0.0. (Polsko).

Jako DNA marker byl pouzit DNA marker 200-1500, katalogové &islo D110, firmy TopBio (Ceské
republika).

TBE pufr pro elektroforézu.

2.2.4 Pfistroje a pomiicky

Automatické pipety 0,5-10 pl, 20-200 pl.

Stolni centrifuga pro zkumavky typu Eppendorf 1,5 ml s adaptéry pro PCR zkumavky 200 pl.
Termocyklér.

Zdroj pro elektroforézu a elektroforeticka vana, vanicka pro agar6zovy gel, transiluminator.

2.3 Pracovni postup

2.3.1 Izolace DNA
DNA pro potieby PCR byla pfipravena povafenim bakteridlni kultury. Cést bakterialni kolonie
narostlé na pevném médiu byla seSkrabnuta sterilni klickou a resuspendovana ve 100 pl sterilni

vody. Zkumavka se suspenzi byla zahfivana 5 minut pii teploté¢ 95 °C, poté byla zkumavka



centrifuguvana 5 minut pii 10 000 g. Supernatant byl pouzit jako templat pro PCR.
2.3.2 Ptiprava smési pro PCR a PCR reakce

Do 200 pl PCR zkumavek umisténych v chlazeném stojanku byla smichédna smés pro PCR. Na

jednu reakci byly pouzity nasledujici objemy reagencii:

Plain PP 5,0 ul

cpsK-F 1,0 ul (koncentrace zasobniho roztoku primeru 10 pmol/ul)
cpsK-R2 1,0 pul (koncentrace zasobniho roztoku primeru 10 pmol/ul)
H>O 2,0 ul

DNA 1,0 ul

PCR program:

1.95°C 5 min

2.94 °C 15 sec.
3.53 °C 30 sec.
4.72 °C 30 sec

5. GOTO 2 29x
6. 72 °C 10 min.
7.4°C

2.3.3 Stépeni PCR produktu
Do PCR zkumavky byla pro kazdy vzorek PCR produktu namichdna nasledujici smés:

PCR produkt 10,0 pl
NEBbuffer 3.1 2,0 ul
BstNI (10U) 1,0 pl
H>O 7,0 ul

Smés byla inkubovana 30 minut pii 60 °C.

2.3.4 Elektroforéza produkti Stépeni
Cely objem reakce Stépeni BstNI byl vlozen na 2% agarézovy gel barveny SimplySafe podle
doporuceni vyrobce. Fragmenty DNA byly déleny pti 100V 30 minut.



3. Vysledky

Stépeni PCR produktu na fragmenty 139bp a 347bp detekuje piitomnost 483 nt G v misté pro
restrikéni endonukledzu BstNI. To je spojeno se sérotypem 2 nebo 14. Pokud se PCR produkt
nestépi, jde o sérotyp 1/2 nebo 1 (Obrazek 1).

Obrazek 1. PCR-RFLP genu cpsK

M = DNA marker, ¢isla ukazuji délku fragmentd v bp; vzorky Al = sérotyp 1/2 T, A2 = sérotyp 1,
A3 = sérotyp 2, B3 = sérotyp 14, D12 = sérotyp 1/2 C, NTC = kontrola PCR bez templatu.

I11. Srovnani novosti postupu
Podobna metodika rozliSeni sérotypti 1/2 vs. 2 a 1 vs. 14 Streptococcus suis pomoci PCR-RFLP

nebyla dosud v literatufe popsana.

IV. Popis uplatnéni metodiky

Certifikovand metodika je ur¢ena diagnostickym laboratofim humdénni i veterinarni mediciny.

V. Ekonomické aspekty
Néklady na zavedeni metodiky v laboratofi vybavené pro provadéni PCR a gelové elektroforézy
spocivaji pouze v nakupu specifickych reagencii, tj. primertt a restrikéni endonukledzy, celkem

piiblizné 4000 K¢. Pfimy ekonomicky piinos spociva v rozsiteni sluzeb sérotypizace Streptococcus



suis uzivatelem metodiky. Nepifimy piinos spo¢iva v identifikaci sérotypti Streptococcus suis se
zoonotickym potencidlem od ostatnich sérotypii Streptococcus suis a moznosti uplatnéni opatieni k

zabranéni infekci lidi.
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