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1 Uvod

Prototéka je rod eukaryotickych mikroorganismd, patiici do ¢eledi Chlorellaceae. Jedna se o
achlorofylni mikrotasy, které mohou zpisobovat zanétliva onemocnéni lidi, mlééného skotu,
kocek, psu ¢i divokych zvirat (Kessell et al., 2017; Lass-Florl & Mayr, 2007; Roesler, Scholz,
& Hensel, 2001; Shahid et al., 2017; Vince, Pinard, Ogilvie, Tan, & Abrams-Ogg, 2014). Kulaté
¢i ovoidni fasy (2 az 15 pm v diametru) vyhledavaji vihké a teplé prostiedi. Bézné se vyskytuji
Vv prostiedi, vodé, pude ¢i podestylce zvitat ve stajich, ale mohou byt izolovany i z tkani zvifat
a lidi s oslabenou imunitou. U mlé¢ného skotu prototéka napada mlécnou Zlazu, kde mitoticky
tvofi endospory (Divers & Peek, 2007). Vzniklé endospory mohou poskozovat Zlazovy
parenchym vemene, coz muze vést az ke vzniku chronickych zanétu a jinych 1ézi (Moroni et
al., 2018) a rozvoji mastitidy. Toto onemocnéni Se projevuje vodnatym mlékem, zvySenym
mnozstvim somatickych bunék v mléce, a snizenou produkci mléka, coz vede i k ekonomickym
ztratdm chovateld.

Na rozdil od bakteridlnich infekci na prototéku neucinkuje antibiotickd lécba. Mastitida
zpusobena prototékami se vyskytuje s mnohem nizsi frekvenci, nez mastitida zplisobena
bakteridlnimi plvodci. Také proto se testy na vyskyt prototéky casto opomiji a
nediagnostikované prototékové mastitidy se tak ¢asto 1é¢i neucinnymi antibiotiky, coz muze
zpisobovat narist antibiotickych rezistenci. K 1é¢bé lidské prototékozy se nejastéji pouzivaji
antifungalni latky, jako jsou azoly a amfotericin B (Todd et al., 2012;(Lass-Florl & Mayr,
2007), nicmén¢ ucinek této 1écby neni garantovany a je popisovana variabilni efektivita 1écby.
Podobné i u prototékodzy mlécného skotu zatim neexistuje efektivni 1écba a farmafi jsou Casto
nuceni nakaZzené kusy ze stdda izolovat a porazet, aby zabranili dalSimu Sifeni tohoto
onemocnenti.

V nedavné dob¢ Jagielski et al., 2019, navrhl re-Klasifikaci celého rodu a v soucasné dob¢ je

podle NCBI databaze popséno 13 rtznych druhl prototék. S mastitidami dojnych krav je



nejéastéji spojovana P. bovis (diive uvadéna jako P. zopfii genotyp 2) a v mensi mife se
setkavame také s P. blashkeae ¢i P. wickerhamii (Capra et al., 2014; Jagielski et al., 2019).
V prostiedi se jako nepatogenni druh vyskytuje P. ciferrii (diive P. zopfii genotyp 1) (Zeng,
Kudinha, Kong, & Zhang, 2019).

Ackoli jsou prototéky v chovech cCasto piehlizené, jejich vyskyt je v poslednich letech
zaznamenavan a zajem o tuto problematiku celosvétove roste (Zeng, Kudinha, Kong, & Zhang,
2019). Mezi hlavni kontrolni opatieni patii jak dodrzovani spravné hygienické praxe, tak véasna
diagnostika nakazy v chovu a identifikace zdroju kontaminace. Dodnes je vSak v¢asna detekce
a kvantifikace prototéky velkou vyzvou. Soucasné metody se nejéastéji opiraji o kultivace,
ptipadné histopatologické vysetieni tkani (Lass-Florl & Mayr, 2007). Dalsi metody, zaloZené
na PCR (Abdelhameed, 2016), Elisa ¢i komer¢ni kity, jsou Casto limitované svou, citlivosti,
piesnosti, detek¢nim limitem, dostupnosti, ¢asovou naro¢nosti a Vv neposledni fad¢ cenou. Pro
epidemiologické t€ely pak je nepostradatelna presna identifikace ¢i typizace ziskanych izolatu.
Kvantitativni PCR s TagMan sondami nabizi citlivou a dobfe dostupnou techniku Siroce
vyuzivanou v diagnostickych laboratofich pro analyzy klinickych, veterinarnich ¢i

potravinaiskych vzorka.

1. Cil metodiky funkéniho vzorku

Cilem funkéniho vzorku bylo navrhnout specifické sekvence DNA pro identifikaci nejcastéji
se vyskytujicich druhti prototék Vv matrici kravského mléka, a tyto sekvence pouzit pro

vytvofeni nového detekéniho multiplexniho systému na bazi qPCR.

2. Vlastni popis metodiky funk¢niho vzorku

3.1 Pfedmluva
Pro vyvoj detekéniho systému byly vybrany nejcastéji se vyskytujici druhy prototéky

v prostiedi mléénych farem: P. bovis, P. blashkeae, P. ciferrii a lidsky patogen P. wickerhamii.



Nasledné byl vypracovan navrh detekéniho systému, ktery se sklddd ze dvou multiplexd.
Multiplex | detekuje Prototheca sp. na zakladé univerzalnich primert konzervovaného useku
velké ribozomalni podjednotky, dale P. bovis, jakoZto nejc¢astéjsiho ptivodce mastitid dojeného
skotu a interni amplifikacni kontrolu (IAC). Multiplex II je pouzit Vv ptipad¢€, ze byla pomoci
multiplexu | detekovana prototéka a nejedna se o P. bovis. Multiplex Il detekuje P. blashkeae,

P. wickerhamii a P. ciferrii.

3.2 Metodika

3.2.1 Priprava vzorki mléka a izolace DNA

Vzorky kravského mléka byly po nadojeni (pfipadné¢ po odbéru z tankovych nadrzi)
uchovavany v chladnickové teploté a zpracovany nasledujici den. Vzorky (10 ml ¢i 50 ml) byly
centrifugovany 45 min/4 100 x g pfi teploté 12 °C. Po odebrani smetany a supernatantu byly
pelety rozmichany ve zbytku supernatantu a takto piepipetovany do 2 ml zkumavek. Tyto
zkumavky byly centrifugovany 10 min/8 000 x g a poté se opét odebral supernatant. Takto
piipravené mlécné pelety byly uchovany pii teploté -70 °C do dalS§iho pouziti.

Extrakce DNA z mléénych pelet byla provedena za pouziti Quick-DNA Fecal/Soil Microbe
Microprep kit (Zymo Research, USA) podle navodu vyrobce. DNA byla eluovana MiliQ vodou

z divodu zabranéni inhibice PCR reakce solemi (v ptipadé pouziti elu¢nich pufrti).

3.2.2 Navrh primeru a fluorescen¢nich sond

Pro detekci prototék byly zvoleny originalni sekvence na zakladé porovnani sekvenci
referencnich a dalSich dostupnych kmenil v databazi NCBI. Pro konkrétni druhy byly vybrany
geny se specifickymi, unikatnimi sekvencemi, ve kterych byly navrZzeny primery a sondy. Pro
identifikaci P. bovis byl vybran gen accD, kodujici acetyl CoA reduktazu. Pro P. blashkeae byl
vybran gen cytB, kodujici cytochrom B. Pro P. ciferrii byl vybran gen atp6 kodujici 6
podjednotku transportni ATPazy FO. Pro P. wickerhamii byl vybran gen cox1l kodujici 1

podjednotku cytochrom C oxidazy. Rovnéz byl vybran vysoce konzervovany tsek genu,
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kodujici velkou ribosomalni podjednotku, pro detekci rodu Prototheca, jelikoz vyuziti dvou
cila vyrazné€ zvySuje pravdépodobnost uspésné detekce (Tabulka 1). Specifické sekvence
oligonukleotidi  byly navrzeny online vprogramu Primer3Plus (dostupny na

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Specificita primeri a

sond byla zpétné€ ovéfena v databazi Blast NCBI.

3.2.3 Postup provedeni PCR
K vytvoreni obou reak¢énich smési pro dekekei prototék (Multiplex I a 11) pomoci qPCR byla

pouzita souprava LightCycler 480 Probes Master dle navodu vyrobce. Slozeni reakénich smési
bylo optimalizovano, viz Tabulka 2. Soucéasti mulitiplexniho systému I je i vnitini kontrola
izolace (IAC), ktera byla pievzata z publikace (Vojkovska, Kubikova, & Kralik, 2015).
Program pro LightCycler byl navrzen takto: ivodni denaturace 5 min pti 95 °C, nasledovalo 47
cykld denaturace po dobu 10 s pii 95 °C a extenze 30 s pii 60 °C. Na zavér bylo nastaveno

chlazeni 10 s pti 40 °C.

Tabulkal  Seznam sekvenci primerd a sond pouzitych pro gPCR detekcei prototék

Organismus Nazev sekvence Sekvence (5°-3") Florofor/ zhase¢

Prototheca ssp.  ProtothecaUniF  AGTCGGGTTGYTTGGGAATG -

ProtothecaUniS CGGTGGTAAATCCCATCGAAGGCTAAATA HEX/BHQ1
ProtothecaUniR TCCCTCACGGTACTTGTTCG -

P. ciferrii G13F GTCAAACGTAAGTCAAGTCAA -
SG13 TGAGAGGATTATGTTACGAAGTATCAAGA FAM/BHQ1
G13R GCCTACCCCCTCTCATATAC -

P. bovis PZg2F GACGATGATCCTAGTTATGGTGTAC -
SPZg2 TGGTAGAAGACAAATAATGTACCAAAACCA FAM/BHQ1
PZg2R TATAAAAGCAAGTCCAGTTACAGCAC -

P. wickerhamii PW2F TGTTCGCTATTTCAGGTCTT -
SPW2 TAGCTTCATGACTTGCGTAAAACCATACC HEX/BHQ1
PW2R AACCCGGAGGTTAAGAGTTA -

P. blaschkeae PB3F CTGCATTCATTGGTTACGTT -
PB3Sa AGCTAGTGCTATTCCTGTAGTTGGTAA AT425/DAB
PB3R ACCTCCCCATAACCAAGTT -


http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi

Tabulka2  Slozeni gPCR reakénich smési multiplex I a Il

Multiplex I Multiplex 11
Slozka Objempro  Vysledna Slozka Objempro  Vysledna

1 reakci (ul) koncentrace 1 reakci (ul) koncentrace
MM LightCycler® 480 10.0 1x MM LightCycler® 480 10.0 1x
Probes Master 2x Probes Master 2x
ProtothecaUniF (100 pM) 0.1 0.5 uM G13F (100 uM) 0.25 1.25 uM
ProtothecaUniR (100 pM) 0.1 0.5 uM G13R (100 pM) 0.25 1.25 uM
ProtothecalniS (20 uM) 0.05 0.05 uM SG13 (20 uM) 0.08 0.08 uM
PZg2F (100 uM) 0.1 0.5 uM PW2F (100 pM) 0.25 1.25 uM
PZg2R (100 uM) 0.1 0.5 uM PW2R (100 pM) 0.25 1.25 uM
SPZg2 (20 uM) 0.05 0.05 uM SPW2 (20 uM) 0.08 0.08 uM
IAC F (100 pM) 0.1 0.5 uM PB3F (100 pM) 0.1 0.5 uM
IAC R (100 pM) 0.1 0.5 uM PB3R (100 uM) 0.1 0.5 uM
IAC S (20 pM) 0.2 0.2 uM PB3Sa (5 uM) 0.08 0.02 uM
IAC plasmid 10%/ul 0.1 103 UNG 0.2 0.2V
UNG 0.2 0.2U H.0 3.36 -
H-20 3.8 -

3.2.3 Absolutni kvantifikace

Jednotlivé specifické sekvence prototék byly amplifikovany pomoci konvenéniho PCR Kitu
EliZyme TM HS Robust kit (Elisabeth Pharmacon, Ceska republika). Sekvence byly piecistény
pomoci QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Némecko) a klonovany v E. coli Tn10 pomoci
QIAGEN PCR Cloning kit (Qiagen, Némecko). Plazmidova DNA byla izolovana pomoci
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Némecko). Byla zméfena koncentrace DNA pomoci
BioPhotometer (Eppendorf, Némecko) a piepocitana na pocet kopii genii:

10719 x 6,023 x 10%3
velikost inzertu (bp) X velikost plazmidu (bp) X 650

pocet kopii gent (ng) =



Takto pfipravena DNA byla dale fedéna v Crick roztoku (DNA sperma lososa, 50 ng/ul; Serva,
Heidelberg, Némecko). Desitkovym fedénim byla vytvotrena kalibracni kiivka pro oba systémy,
ktera se pouziva pii kazdé analyze, a ktera umoznuje kvantifikaci analyzovaného vzorku. Takto
piipravené standardni plazmidové DNA byly alikvotovany a skladovany pii -20 °C do dalsiho

pouziti.

3.3 Vyhodnoceni funk¢nosti systému

U navrzenych primerd a sond pro detekci Prototheca ssp., P. bovis, P. blashkeae, P. ciferrii a
P. wickerhamii jsme testovali a potvrdili specificitu v ramci referen¢nich kmend prototék a
izolatt prototék, ziskanych z mastitidnich chovii (n = 96). Tyto sekvence naopak neamplifikuji
kvasinky (testovano na mastitidnich izolatech, n = 6) a zelené mikrofasy (testovano na

rozliénych druzich, které jsou taxonomicky nejblizsi prototéce, n = 12).

Multiplex I a multiplex II byl testovan na souboru vzorkt kravského mléka (n = 96), soucasné
testovaného referenc¢ni kultivaéni metodou. Vysledky qPCR byly v kontingencni tabulce 2x2
porovnany s referencni kultivaéni metodou. Diagnosticka senzitivita byla spocitana dle TP /
(TP + EN). Diagnosticka specificita byla definovana dle TN / (TN + FP), (Kralik & Ricchi,
2017). Diagnosticka senzitivita qPCR multiplexu I testovana na vzorcich kravského mléka byla
100 % a ukazuje na spolehlivou schopnost qPCR spravné urcit vzorky podle referencni
kultiva¢ni metody. Diagnosticka specificita metody je 70,5 % a ukazuje schopnost qPCR ur¢it
pozitivni vzorky, které jsou kultivacné hodnoceny jako negativni vzhledem k niZS§imu limitu

detekce qPCR metody (Kralik & Ricchi, 2017).

TP — skuteéné pozitivni — vzorky uréené jako pozitivni metodami kultivace i gPCR
TN — skuteéné negativni - vzorky uréené jako negativni metodami kultivace i QPCR
FP — fale$né pozitivni — vzorky urc¢ené kultivacné jako negativni a pomoci qPCR jako pozitivni

FN — fale$né negativni - vzorky urcené kultivacné jako pozitivni a pomoci qPCR jako negativni
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Tabulka3  Kontingenéni tabulka srovnani detekce P. bovis v kravském mléce pomoci

gPCR multiplexu I s metodou kultivace

Kultivace
Pozitivni Negativni
) Pozitivni 35 18
gPCR multiplex I '
Negativni 0 43

3.4 Limit detekce (LOD)

Referen¢ni kmeny byly 48 h kultivovany na SAB médiu a poté byla vytvofena suspenze bunék
ve fyziologickém roztoku (0,85% NaCl). Vstupni koncentrace bunék byla stanovena optickou
denzitou 0.4 (OD 600 nm), coz mikroskopicky odpovidalo 8,4 x 10° KTJ/ml pro P. ciferrii, 1,1
x 108 KTJ/ml pro P. bovis and 3,4 x 10° KTJ/ml pro P. blashkeae. Pfesna kvantifikace vstupni
suspenze byla zjiSténa pomoci qPCR.

MIééné pelety byly naockovany fedénymi suspenzemi bunék (fadové 104, 103, 102 a 10%) v 10
opakovanich. DNA z umé¢le kontaminovanych pelet byla izolovana a limit detekce byl stanoven
detekovana sledovana specificka sekvence ve vSech deseti opakovanich. Vysledny LOD byl
stanoven jako 2,02 x 10% bun&k/ml pro P. bovis, 4,00 x 10 bun&k/ml pro P. ciferrii a pro

P. blashkeae 7,48 x 102 bunék/ml.

3. Srovnani ,,novosti postupi*

Prototéka je v soucasné dobé tématem, u kterého roste pozornost odborné vetejnosti a farmaru.
Tyto oportunisticky patogenni fasy sice patii ve srovnani s bakteriemi k minoritnim ptivodctim
kvali chybgjicim informacim o efektivnim 1é¢ivu, jez na trhu stale chybi. Navic prototéka
obyCejné neni v laboratotfich cilené testovana. Béznym postupem identifikace prototék je

kultivace cCerstvého mléka na SAB agarovych miskach s naslednou mikroskopickou
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identifikaci, a to az po piekroceni limitu CPM ¢i pietrvavajicich potizich skotu po dlouhodobém
podavani antibiotickych piipravkd.

Vyvoj postupt, opirajicich se o molekularné-biologické metody, je v dne$ni dobé nutnosti.
Nové vyvinutd TagMan qPCR multiplexni metoda, testovana na vzorcich mléka z ¢eskych
farem piinasi novy diagnosticky nastroj, opirajici se o soucasné molekularné-biologické
metody s vysokou citlivosti a specifitou, ktery nejenom umi ve vzorku, sledované agens

detekovat ale i kvantifikovat.

4. Uplatnéni funkéniho vzorku

Funk¢ni vzorek piedstavuje metodu TagMan gPCR, vhodnou pro urceni prototéky (Prototheca
spp., P. bovis, P. blashkeae, P. ciferrii a P. wickerhamii) ve vzorcich mléka. Usnadiuje a
urychluje ur¢eni nemocnych kust ve stadé, které je nasledné mozné rychleji izolovat od
zdravych kust a podniknout dal$i opatieni proti Sifeni nakazy v chovu. Nova metoda qPCR je
vyuzita pro rutinni analyzu kravského mléka v ramci laboratofi Vyzkumného ustavu
veterinarniho 1ékarstvi, v.v.i. V soucasné dobé podobna metoda na trhu chybi. Vzhledem
k dobré dostupnosti gPCR techniky v riznych diagnostickych laboratofich, mize byt tato nova

metoda nabidnuta také dal$im podobnym odbornym pracovistim.

5. Ekonomické aspekty
Pro diagnosticky vybavenou laboratoi spocivaji néklady V pofizeni spotfebniho materidlu,
chemikalii, syntézu oligonukleotidti, soupravy pro izolaci DNA a kitu pro gPCR. Cena
materialu na vySetfeni jednoho vzorku v duplikatu se pohybuje kolem 780 K¢ (bez DPH), a to

veetné pouziti standardi a kontrol.

6. Dedikace

Funkéni vzorek byl vytvofen v ramci projektu a podpory Ministerstva zemédélstvi

QK1910092 a MZE-RO0518.
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