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PREDMLUVA

Toxoplasmoza, jejimz pivodcem je intracelularni parazit Toxoplasma gondii (TG),
je nejCastéji  hlasenou parazitickou zoondézou v zemich EU (EFSA, 2014). VétSina
teplokrevnych Zivocichi, véetné ¢lovéka, je moznym mezihostitelem parazita s piitomnosti
tkanovych cyst ve svaloviné. Konecnym hostitelem jsou kockovité Selmy, v jejichz stfevni
sliznici dochazi k rozmnozovani parazita a oocysty jsou vylu¢ovany s vykaly do prostiedi.

AZ 50% vSech ptipada lidské toxoplazmozy je piisuzovano alimentarnim infekcim
(EFSA, 2007), pti¢emz konzumace syrového nebo nedostate¢né tepelné opracovaného masa je
povazovéana za nejvyznamnéjsi pii¢inu (Jones et al., 2009; EFSA, 2014). Evropsky tfad pro
bezpecnost potravin (EFSA) fadi TG do skupiny ¢tyt zoonotickych patogent (Salmonella spp.,
Yersinia enterocolitica, Trichinella spp. a T. gondii), které piedstavuji nejvyznamné;jsi riziko v
oblasti vefejného zdravi v souvislosti s konzumaci masa.

Platnd evropska legislativa zatim nezahrnuje pozadavky na maso s ohledem
na ptitomnost infek¢nich stadii TG a vhodnost takového masa pro lidskou spotiebu. Tkanové
cysty navic nejsou viditelné pii inspekci post-mortem a infikované maso tak mize vstupovat
do potravniho fetézce (Cenci-Goga et al., 2011). EFSA proto vzhledem k rostouci popularité
extenzivnich chovii hospodaiskych zvifat s intenzivngj$im kontaktem s vnéjSim prostfedim
zduraznuje nutnost modernizace stavajicich postupu veterindrni prohlidky masa prasat, ovci,
koz, farmov¢ chovanych jelent a divokych prasat (EFSA, 2011; 2013a; 2013b).

Podle CDC (Centers for Disease Control and Prevention) patii toxoplasmoza mezi pét
tzv. ,,neglected parasitic infections”, tedy nakaz, které jsou podhodnoceny z pohledu jejich
sledovani, prevence a léCby, ptestoze z hlediska pocétu infikovanych lidi a zavaznosti
onemocnéni piedstavuji vyznamné riziko pro lidské zdravi. Metodické piistupy ziskavani dat o
prevalenci tohoto parazita v evropskych chovech zvitat a nasledném riziku pro zdravi ¢lovéka

jsou vsak nejednotné a data obtizné srovnatelna (EFSA, 2014).



) CiL METODIKY

Piedkladana metodika nabizi rychly a standardizovany postup detekce pritomnosti
parazitického druhu Toxoplasma gondii, respektive jeho nukleové kyseliny (DNA), ve vzorku.
Tato metodika miize byt soucasti komplexni multiplexni detekce patogentl, kterd umoziuje
detekovat v jedné reakci az nékolik desitek riznych patogend, pficemz jako templatova DNA
muze byt pouzita izolovana DNA rtzného piivodu, napft. z tkani a trusu zvifat, z prostiedi, vody
nebo surovin a potravin zivo¢iSného 1 rostlinného ptivodu urcenych pro lidskou spotiebu.
Metodika je vyuZitelna jako vhodny komplexni nastroj pro skrininkové testy na Siroke spektrum

patogend.

I1) VLASTNI POPIS METODIKY

1 Popis MOL-PCR systému
Prikaz pfitomnosti TG je zaloZen na detekci specifické sekvence vyskytujici se

v genomu tohoto druhu. Jedna se o multiplexni MOL-PCR systém (Reslova et al. 2018), kde
detekce probiha prostiednictvim hybridizace dvou specifickych modularnich detekénich sond,
neboli MOLig, bezprosttedné vedle sebe k cilové sekvenci a jejich nasledné ligaci v jednu
komplexni sekvenci; ta je amplifikovana a specificky vychytana na povrch magnetickych
mikrosfér prostfednictvim hybridizace TAG/anti-TAG sekvenci (syntetické sekvence
obsahujici pouze baze T, A a G specifické pouze pro dany typ mikrosfér). Modularita MOL.ig
(Obr. 1) spociva v tom, ze kromé cilové specifické sekvence nesou také sekvenci pro vazbu
univerzalnich PCR primeru a TAG sekvenci pro vazbu k anti-TAGu na povrchu magnetickych
mikrosfér. Jednotlivé sety mikrosfér (dostupnych 50 seti) se odliSuji koncentraci dvou
vnitinich fluorofort, coZz umoziuje jejich vzajemné rozliseni a tak identifikaci specifickeho cile
vyvazaneho na jejich povrchu. Samotné kvalitativni vyhodnoceni probiha prostfednictvim
odecteni fluorescenéniho signalu mikrosfér a na jejich povrchu ptichycenych fluorescenéné

znacenych produkti MOL-PCR.

1. Ligace 2. Singleplexni PCR 3. Hybridizace k mikrosféram 4, MagPix analyza
Zelena dioda = odeéteni
Ligovana MOLiga Fluorescenéné znaéeny fluorescence reportaru
MOLigo2 MOLigo1 : TAG ' produkt MOL-PCR *
< o ’
745 o " FW primer W e e—— | l_: ‘
— e .ly —_— . .

antl-TAG

anti-TAG
. 1
Denaturovany cil (DNA nebo RNA) * S —
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Obr. 1: Schéma priabéhu MOL-PCR reakce a MAGPIX analyzy.



Pho = fosfatova skupina umoznujici ligaci; ¢erné¢ = sekvence specificka pro zachycovany cil; Sedé = vazebna
sekvence pro univerzalni PCR primery; TAG = sekvence komplementérni k anti-TAGu na mikrosférach; ¢ervené
= fluorescencni reportér.

Do kazdé reakce je pfidana interni kontrola, kterd upozorni na faleSn¢ negativni

vysledek v dusledku ptitomnosti inhibitort ovliviiyjicich prubéh reakce.

1.1  Cil - repetitivni element 529
Tento repetitivni element byl identifikovan hybridizaci DNA knihovny a vyskytuje se
v genomu TG ve 200-300 kopiich (Homan et al., 2000).

Sekvence MOL.ig:
Tuéné = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primerti; podtrzené = sekvence specificka pro
TG; malé pismena = TAG sekvence MTAG-A018 umoziujici specifickou vazbu

k mikrosféeram; PHO = fosfatova skupina.

TG529 M1: 5'-
PHO-CGGAAACATCTTCTCCCTCTCCTCTCACTTCTTACTACCGCG - 37 (42)

TG529 M2: 5%
- ACTCGTAGGGAATAAACCGTgtaattgaattgaaagataagtgtTCCAGGAAAAGCAGCCAA
GC -3 (64)

Témito sondami je mozné detekovat Cast oblasti 529-bp dlouhého repetitivniho elementu
v rozsahu 319-360 bp (Acc. No. AF146527.1), délka sekvence specifické pro TG = 42 bp.
Celkova délka produktu ligace detekénich sond = 106 bp.

1.2 Interni kontrola

Interni kontrola (IC) je ptidavana do kazdé reakce. Slouzi nejen k odhaleni falesné
negativnich vysledki v dusledku inhibice MOL-PCR reakce, ale také jako pozitivni kontrola.
IC byla navrzena tak, aby pro vSechny MOL-PCR systémy mohl byt pouzit stejny par IC MOlig
a stejna sada univerzalnich PCR primert; jedna se tedy o univerzalni IC. Pii ptipravé IC byla
pouZita nekompetitivni synteticka sekvence zaloZzend na DNA sekvencich dvou vyhynulych
druhti; konkrétné¢ se jedna o mitochondrialni DNA vakovlka tasmanského (Thylacinus
cynocephalus, Acc. No. FJ515781.1) a ptaka moa (Dinornis struthoides, Acc. No.
AY326187.1). Tato kontrolni synteticka sekvence o délce 150 bp byla pievzata z Mikel et al.



(2016), syntetizovana de novo a klonovana do plazmidu. Takto pfipraveny konstrukt je zcela
arteficialni a podobna sekvence se nevyskytuje v Zadném znadmém zivocisném, rostlinném, ¢i
bakterialnim druhu. IC je tedy mozné pouzit pro jakykoliv templat ¢i matrici. IC je skladovana

pii teploté -20°C + 4°C ve 2 ml zkumavkach se Sroubovacim vickem do vypotiebovani.

Sekvence MOL.ig:
Tucné = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primerti; podtrzen¢ = sekvence specificka pro
IC; mala pismena = TAG sekvence MTAG-A014 umoziujici specifickou vazbu

k mikrosféram; PHO = fosfatova skupina.

IC2 M1 5-
PHO- ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG- 3° (43)

IC_2 M2 5-
ACTCGTAGGGAATAAACCGT attgtgaaagaaagagaagaaatt TATACACACGCAATCACCA
C- 3" (64)

Tyto sondy jsou komplementarni k Gseku kontrolni syntetické sekvence o délce 43 bp. Celkova

délka produktu ligace detek¢nich sond, a tim i amplikonu = 107 bp.

1.3 Sekvence univerzalnich primeri:
Univerzalni primery byly pfevzaty z publikace Thierry et al. (2013). Reverzni primer je znac¢en

fluoroforem BODIPY-TMRX, ktery v reakci slouzi jako reportérovd molekula znacici
vysledny produkt.

uni FW: 5- CGCGGTAGTAAGAAGTGAGA -37 (20)
uni REV: 5 - BODIPY-TMRX - ACTCGTAGGGAATAAACCGT - 3" (20)

Tato sada univerzalnich primertt amplifikuje vSechny produkty ligace. Vysledna délka

amplikonu odpovida délce jednotlivych produkti ligace (~ 110 bp).

2 Predmét a pisobnost




Tato metodika slouzi ke kvalitativni detekci TG na zakladé detekce vybraného genu pti
komplexni analyze vzorkli pochazejicich zetkani a trusu zvifat, prostfedi a potravin

prostiednictvim MOL-PCR.

3 Podstata zkousky

Multiplexni oligonukleotidova liga¢ni polymerazova fetézova reakce (MOL-PCR) s interni
kontrolou (IC). Komplexni a simultanni detekce demonstrovana v multiplexu ¢itajicim 5
bakterialnich a 5 parazitarnich systému - Salmonella enterica, Listeria monocytogenes, Yersinia
enterocolitica, Escherichia coli (EHEC), Taenia saginata, Trichinella spiralis, Toxoplasma
gondii a Giardia intestinalis.. Kvalitativni detekce probiha prostfednictvim odecteni

fluorescenéniho signalu vzorku oproti negativni kontrole.

4 Pristroje a pomucky

= DNA Engine Dyad Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad, USA)

= Bio-Plex MAGPIX Multiplex Reader (Bio-Rad, USA)

= Bio-Plex Manager™ MP software (Bio-Rad, USA)

= Bio-Plex Manager™ 6.1 software (Bio-Rad, USA)

= Ultrasonic Cleaning Bath (BioTech, Ceska republika)

= Sada pipet:
s rozsahem nastavitelnym od 1000 — 5000 pl (s chybou do 5%)
s rozsahem nastavitelnym od 200 — 1000 pl (s chybou do 5%)
s rozsahem nastavitelnym od 20 — 200 pl (s chybou do 5%)
s rozsahem nastavitelnym od 5 — 50 pl (s chybou do 5%)
s rozsahem nastavitelnym od 0,5 — 10 ul (s chybou do 5%)

= Spicky s filtrem k pipetam s piislugnym rozsahem

= Sterilni mikrozkumavky o objemu 0,2 ml x 96 se separatnimi vi¢ky (Bioplastics,

Nizozemsko)

» PCR deska s jamkami na objem 0,2 ml (Bioplastics, Nizozemsko)

= Chladnicka (do 5 °C)

= Mrazici box (-20 °C)

= Centrifuga MiniSpin

= Vortex V-1 Plus



5 Chemikalie a roztoky

5.1 Ligaza
Hifi Tag DNA Ligase a 10X Hifi Tag DNA Ligase Reaction Buffer (New England BiolLabs,

USA), katalogové ¢islo M0647 S. Ligazu s pufrem je nutné skladovat pii teploté
-20 °C. Za normélnich podminek stabilni do data exspirace.

5.2 Master Mix
2X Elizyme™ HS Robust MIX (Elisabeth Pharmacon, Ceska republika), katalogové &islo

EZ6060. Master Mix je doporuceno skladovat pii teploté -20 °C a nemél by byt dlouhodobé
vystavovan svétlu. V pripadé skladovani Master Mixu pfi teploté 4 °C je stabilita deklarovana

po dobu jednoho mésice. Za normalnich podminek je Master Mix stabilni do data exspirace.

5.3 Voda pro MOL-PCR
Pro fedéni viech komponent MOL-PCR reakce se pouziva voda PCR H20 (Top-Bio, Ceska
republika), katalogové Cislo P242. Skladovat pii pokojové teplote.

5.4 Redéni MOLig a PCR primeri

Specifickd MOL.iga a univerzalni PCR primery se dodavaji v lyofilizovaném stavu od firmy
Generi-Biotech (Ceska republika). Podle navodu uvedeného vyrobcem jsou na pracovisti
rozpustény v PCR vod¢ tak, aby vysledna zasobni koncentrace byla 100 pmol/ul. Sondy i
primery jsou evidovany a uloZeny v mrazni¢ce pii teploté cca -20°C + 4°C. Pfi ptipravé
liga¢niho premixu se pouziva pracovni roztok o koncentraci MOLIig 1 pmol/ul, jak je uvedeno
V odstavei 5.5. Pri ptipravé PCR premixu se pouzivd pracovni roztok o koncentraci

univerzalnich primert 10 pmol/pl, jak je uvedeno v odstavci 5.6.

5.5 Priprava liga¢niho premixu

Pro reprodukovatelnou kvantitativni detekci pomoci MOL-PCR je doporuceno pfipravit si
alikvoty premixa pro 100 reakci skladajici se ze vSech komponent kromé ligazy a templatove
DNA. Premixy se skladuji pti cca -20°C + 4°C. Alikvoty premixti l1ze opakované zamrazovat

a rozmrazovat maximalné vsak 5x.

Jednotlivé slozky je doporuceno piidévat podle uvedeného poradi:

Slozka 1 reakce 100 reakci (96 + 4 Vysledna
rezerva) koncentrace




PCR voda

doplnit objem

100 x doplnit objem

10X Hifi Tag DNA Ligase 2,5 ul 250 wl 1X
Reaction Buffer

MOLigo sondy TG529 M1 2 x 0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kazda
a TG529 M2 pro cil

(1 pmol/ul kazda)

MOLigo sondy IC_2 M1 2 x 0,125 pl 2x125ul 5nM kazda
alC 2 M2prolC

(1 pmol/ul kazda)

Smés MOLig X1 % 0,125 pul X1 %x 12,5l 5 nM kazda
(1 pmol/ul kazda)

IC plazmid 10%/pl 0,1 pl 10,0 pl 1x10° kopii
Hifi Tag DNA Ligase 0,5 ul 50 pl

DNA 2,5 ul 100 x 2,5 ul

celkem 25 ul 2500 pl

X1 = pocet dalsich MOLigo sond v multiplexni reakci

5.6 Priprava PCR premixu

Pro reprodukovatelnou kvalitativni detekci pomoci MOL-PCR je doporuceno pfipravit si

alikvoty premixt pro 100 reakci skladajici se ze v§ech komponent kromé produkti ligace, které

je vzdy nutno vyuzit erstvé. Premixy se skladuji pii cca -20°C + 4°C. Alikvoty premixi lze

opakované zamrazovat a rozmrazovat maximalné vSak 5x.

Jednotlivé slozky je doporuceno ptidavat podle uvedeného poradi:

Slozka 1 reakce | 100 reakci (96 +4| Vysledna
rezerva) koncentrace

PCR voda 5,25 ul 525 ul

2X EliZzymeTM HS Robust MIX 12 pl 1200 pl 1X

Primer uni FW 0,15 pl 15 pl 0,0625 uM

(10 pmol/ul)

Primer uni REV-BODIPY (10 pmol/pul) 0,6 pl 60 ul 0,25 uM

Produkt ligace 6 ul 100 x 6 ul

celkem 24 ul 2400 pl

5.7 Magnetické mikrosféry

MagPlex® Microspheres (12,5 x 10° mikrosfér/ml; Luminex Corp., USA), katalogové &islo
MC100XX-01 (XX =12-78, dle seznamu dostupnych setii od firmy Luminex Corp.). Potazené

mikrosféry v 1X TE pufru je nutno skladovat v chladniéce pii teploté 4 °C a chranit pied




svétlem. Za normalnich podminek jsou stabilni déle nez 1 rok. Pfed kazdym pouZitim je nutno

mikrosféry fadn¢ vortexovat a sonifikovat asi 30 s.

5.8 Roztoky pro hybridizaci

Roztoky, které jsou soucasti kulickového mixu (odstavec 5.9) se pfipravuji za pouziti

ultracisté vody. Vysledné roztoky je tieba prefiltrovat 0,22 um filtrem a rozalikvotovat do

zkumavek o objemu 50 ml. Z divodu ptfedchazeni kontaminaci je pak vhodné pouZzivané

roztoky ménit kazdé 3 mésice.

Ptiprava hybridiza¢nich roztoki a jejich skladovani:

Slozka Katalog. ¢. Vysledna Mnozstvi/250 ml | pH | Skladovani
koncentrace
MES Sigma-Aldrich M2933 01M 4,88 g 4,5 4°C
(USA)

NaCl Carl-ROTH 3957 5M 73,059 pokojova
(Némecko) teplota

100X TE pufr SERVA 39799.02 1X 2,5 mi 8,0 | pokojova
(Némecko) teplota

5.9 Priprava kulickového mixu

Kulickovy mix se pfipravuje cerstvy pro konkrétni pocet vzorku v reakci a ihned upotiebi

k hybridizaci MOL-PCR produktt k povrchu magnetickych mikrosfér; kulickovy mix se

nepfipravuje a neuchovava ve forme premixu. Podle poc¢tu MOLig v reakci (o¢ekavanych cilit)

se ptidava ptislusny pocet specifickych setii mikrosfér.

Jednotlivé slozky je doporuceno ptidavat podle uvedeného potadi:

Slozka 1 reakce 100 reakci (96 + 4 Vysledna
rezerva) koncentrace

0,1 M MES 2,5 ul 250 ul 0,05 M

5 M NaCl 0,8 ul 80 pul 0,8 M

Smés potazenych MagPlex®

Microspheres

2 500 mikrosfér/set

250 000 mikrosfér/set

1X TE pufr

doplnit objem

100 x doplnit objem

celkem

Sul

500 pl




5.10 Priprava hybridizaé¢ni reakce
Hybridizac¢ni reakce se pfipravuje Cerstva pro konkrétni pocet vzorkt v reakci a ihned
probiha specifickd hybridizace MOL-PCR produktii k povrchu mikrosfér; hybridiza¢ni reakce

se nepfipravuje a neuchovava ve forme premixu.

Jednotlive slozky je doporuceno piidavat podle uvedeného poradi:

Slozka 1 reakce 100 reakci (96 + 4
rezerva)
Kulickovy mix Sul 500 pl
MOL-PCR produkt 10 pl 100 x 10 pl
celkem 15wl 1500 pl

5.11 Analyzaéni pufr
Roztok se pfipravuje za pouziti ultracisté vody. Vysledny roztok analyza¢niho pufru je tiecba
ptefiltrovat 0,22 pum filtrem a rozalikvotovat do zkumavek o objemu 5 ml, které slouzi na jedno

pouZiti. Nutno skladovat v chladnicce pii teploté 4 °C.

SloZeni a ptiprava analyza¢niho pufru:

Slozka Katalog. ¢. Vysledna MnoZzstvi/250 ml | pH
koncentrace

1 M Tris-Cl Sigma T1503% 10 mM 2,5 ml 8,0
0,5MEDTA Amresco E522 0,1 mM 50 ul

5 M NaCl Carl ROTH 3957 90 mM 4,5 ml

100% Tween 20 | Alpha Diagnostic Intl 0,02 % 50 ul

Inc TW-100100
ultracistd H>O Millipore 242,9 ml

4 = zéasobni Trizma base neobsahuje CI, ten je doplnén béhem tipravy pH pomoci HCI kyseliny

5.12 Kalibraé¢ni a verifikacni kity pro MAGPIX

Kalibra¢ni kit MAGPIX® Calibrator Kit, RUO, 25 Uses (Luminex Corp., USA),
katalogové Cislo MPX-CAL-K25 a verifikacni kit MAGPIX® Performance Verification Kit,
RUO, 25 Uses (Luminex Corp., USA), katalogové cislo MPX-PVER-K25. Oba kity je
doporuceno skladovat pii teploté 4 °C a chranit pied svétlem. Za normalnich podminek jsou
Kity stabilni do data exspirace. Pfed kazdym pouzitim je nutno vSechny slozky kiti fadné
vortexovat a sonifikovat asi 30 s. Bio-Plex Manager™ MP software sam naznaci, kdy je tfeba
provést kalibraci a verifikaci pfistroje; kalibrace se provadi asi jednou tydné, verifikace po

kazdém spusténi piistroje pred analyzou vzorki.



5.13 Drive fluid

MAGPIX® Drive Fluid (Luminex Corp., USA), katalogové ¢islo MPXDF-4PK. Drive fluid
je doporuéeno skladovat pii pokojové teploté. Za normalnich podminek stabilni do data

exspirace.

5.14 Roztoky pro udrzbu pristroje MAGPIX
Udrzbové rutiny piistroje i samotnd analyza vyzaduji doplnéni dH-0, 70% isopropanolu, 0,1

N NaOH a 15% sava do kolonek v piistroji. Roztoky se pfipravuji za pouziti ultracisté vody.

Vysledné roztoky se skladuji pii pokojové teploté a uzivaji se az do uplné spotieby.

Slozka Katalog. . (oystednd | Mnozstyi/250 mi | Skladovani
isorl)E(?;:nol PE(Q;@;;Z}J%—EESOS 0% 180 ml pf[)ekpolj;)(?[;él
NaOH | e i) | 01N 019 | "
Savo Original Lim:sgs;riﬁgg)o 15% 37 ml pf[)el;ﬁ{)(?[zé

6 Postup zkousky

6.1 Bezpecfnostni opatieni

Provedeni metody nevyzaduje zadné zvlastni bezpecnostni opatieni.

6.2 Okolni podminky zkousky

Provedeni metody nevyZaduje kontrolu Zadnych limitnich podminek.

6.3 Mnozstvi vzorku

Do kazde jamky je napipetovano 22,5 ul ligaéniho premixu a 2,5 ul templatové DNA. Po

ligaci se 6 pul produktu pienese k 18 pul PCR premixu. Dale je 10 ul vysledného MOL-PCR

produktu piidano k 5 ul kulickového mixu a pfed samotnou analyzou je cely objem reakce

navysen 45 ul analyza¢niho pufru na 60 pl.




6.4 Slepy pokus

6.4.1  Negativni kontrola

Jako negativni kontrola (no template control, NTC) je do MOL-PCR reakce piidana PCR
voda v ekvivalentnim mnozstvi k templatové DNA, tedy 2,5 ul. Negativni kontrola musi byt

pouZita v kazdém experimentu.

6.4.2  Pozitivni kontrola
Jako pozitivni kontrola slouzi IC. Plazmid i MOLiga pro IC se pfidavaji do kazdého

liga¢niho premixu a musi byt pouzita v kazdém experimentu.

6.5 Replikaty
Kazdy vzorek se analyzuje nejméné v duplikatu a piipravuji se alesponn dvé NTC na jeden

multiplexni liga¢ni mix.

6.6 Kalibrace mériciho prostiredku pred zkouskou

Po spusténi pfistroje je tieba vzdy provést n¢kolik ukonti. Nejprve se saci jehla promyje a
sonifikuje v destilované vodé (dH20). Zkontroluje se naplnéni kontejnerti pro Drive fluid a
odpad (waste container). V Bio-Plex Manager™ MP softwaru se postupné navoli tidrzbové
rutiny: Calibration and Verification (dle potieby), Verification a Prime. Po skon¢eni analyz se

pied vypnutim pfistroje vZdy provadi rutina Shut Down.

6.7 Provedeni zkousky

6.7.1  Ligacni protokol
Pristroj: DNA Engine Dyad Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad, California, USA)

1 cyklus Uvodni denaturace 95 °C (10 min)

20 cykla Denaturace 95 °C (30 s)
Ligace 59 °C (1 min)
Hold? 10 °C

® uchovani do dalsiho zpracovani; nutno zpracovat béhem jednoho dne

6.7.2 PCR protokol

Ptistroj: DNA Engine Dyad Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad, California, USA)

1 cyklus Uvodni denaturace 95 °C (2 min)
40 cykla Denaturace 95 °C (155)
Annealing/ Elongace 60 °C (15 s)
72 °C (155)
Hold? 10 °C

2 uchovéni do dalSiho zpracovani




6.7.3  Hybridizaé¢ni protokol
Ptistroj: DNA Engine Dyad Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad, California, USA)

1 cyklus Uvodni denaturace 94 °C (1 min)
Pomalé ochlazovani 94°C->25°C rychlost 0,1 °C/s
Hold? 10°C

® uchovani do dalsiho zpracovani; nutno zpracovat béhem jednoho dne

6.7.4  Analyza
Pristroj: Bio-Plex MAGPIX Multiplex Reader (Bio-Rad, California, USA). Analyza probiha

pii pokojové teploté a méteni 96-ti jamkové desky trva asi 45 minut. Namétené hodnoty jsou
zobrazeny v Bio-Plex Manager™ 6.1 softwaru (Bio-Rad, USA), odkud jsou hruba data

exportovana do Excelu, kde jsou jednoduchym vypocétem vyhodnocena.

7 Vypocet a vyjadreni vysledku

7.1 Hodnoceni vystupu

Od naméfenych hodnot medianu intenzity fluorescence (MFI) se odecte hodnota blanku 30
MFI (empiricky stanovena hodnota). Jednotlivé MFI hodnoty vzorka se podéli MFI hodnotou
negativni kontroly NTC. Je-li vysledny pomér (P) vyssi nez 3 a hodnota MFI daného vzorku
vysSi nez 50, vzorek je pozitivni.

Pvzorku = MFlyzorku / MFInTC

7.1.1 Kuvalitativni hodnoceni

Kvalitativni hodnoceni se provadi podle nésledujici tabulky:

Cil IC Celkovy vysledek
Pozitivni (+) Pozitivni (+) Vzorek je pozitivni na TG
Pozitivni (+) Vzorek je pozitivni na TG

Pozitivni (+) Vzorek je negativni na TG
Vzorek je inhibovan




Vzorek je povazovan za pozitivni, pokud je pozitivni alespont v jednom opakovani.

8 Validace

8.1 Specificita
Navrzené sekvence MOLig byly porovnany pomoci algoritmu  BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Sekvence specifickd pro cilovy Usek byla 100% identicka s

referen¢nimi sekvencemi zastoupenymi v databazi a soucasné nevykazovala identitu s jinymi
organismy. Specifita MOL.ig byla také ovéiena v Reslova et al. (2018) na celé fadé bakterialnich
1 parazitarnich patogent, konkrétné¢ u Salmonella enterica, Listeria monocytogenes, Yersinia
enterocolitica, Campylobacter jejuni, Escherichia coli (EHEC), Taenia saginata, Trichinella
spiralis a Giardia intestinalis. Specificita ptevzatych univerzalnich primert byla ovéfena na
13-ti genotypech Bacillus anthracis v ptipad¢ Thierry et al. (2013), ale mimo jiné také na 11-ti
sérotypech Escherichia coli (STEC) v publikaci Woods et al. (2016).

8.2 Optimalizace reakénich podminek

Koncentrace jednotlivych MOLig byla optimalizovana tak, aby nedochézelo
k nespecifickym reakcim s jinymi MOLigy v multiplexni ligaci a zaroven vznikalo co nejvice
ligacnich produkti. Koncentrace univerzadlnich primerti byla optimalizovana tak, aby
nedochézelo k amplifikaci jednoho cile na Ukor druhého a aby zaroven vznikal fluorescenéné
znaCeny produkt ve zvySené mife. IC byla optimalizovdna tak, aby byly piednostné
amplifikovany a detekovany cilové sekvence. Tvorba primer-dimeri a nespecifickych produkta
byla zkontrolovana pomoci meltingové analyzy.

Funkénost optimalizovanych reak¢nich podminek byla ovéfena v monoplexnich i
multiplexnich forméatech reakce, pfiemZz nejvyssi testovand uroven multiplexu citala
11 systému (Reslova et al., 2018).

8.3  Kruhovy test

Vzorky pro kruhovy test byly piipraveny na VUVeL v podobé& koncentraéniho gradientu
izolované DNA s ohledem na empiricky stanovenou citlivost multiplexni MOL-PCR reakce
1-0,1 ng templatové DNA pro dany cil (Stucki et al., 2012; Thierry et al., 2013).

MOL-PCR i analyza byly provedeny a vyhodnoceny podle postupu popsaného v této
certifikované metodice. Hodnota S (stopové mnoZstvi) piedstavuje koncentraci cilové DNA na

hranici limitu detekce.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Kvalitativni detekce TG

Vzorek | Vzorek po izolaci DNA

VUVeL | VVetU Hluéin | VFU Brno | UVN Praha

Z Netedény + + + +
5X 5X fedény + + + +
10X 10X fedény + + + +
S 100X tedény - - + -
Negativni + 10X fedéna

= DNA S. aureus B B B B
K+ IC (1 ng/ul) + + + +
NTC Negativni - - — -

Vysledky kruhového testu potvrdily pouzitelnost metodiky v rutinni laboratorni praxi.

9 Operativni Fizeni jakosti

Je teseno:
1) pomoci negativni kontroly
2) interni kontrolou (IC)

1) SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Vzhledem k tomu, ze nejsou k dispozici jednotné a srovnatelné metodické pristupy ziskavani
dat o prevalenci T. gondii a pouziti riznych analytickych metod neumoziuje ziskani
srovnatelnych tdaji (EFSA, 2014), je vypracovani a vyuziti dalsi validované metody pro
detekci tohoto patogenu ucelné.

Piedstavena metodika je oproti dfive publikovanym postupim inovativni svym vysokym
stupném multiplexu, schopného kombinovat detekci nékolika nezavislych cili a interni
kontroly. Tato kombinace tak umoziuje rychly skrinink vySetfovaného vzorku na
piedpokladané spektrum patogenu, jejichz vyskyt je vazany na danou matrici a soucasné
umoziuje vyloucit faleSné negativni vysledek v diisledku pfitomnosti inhibitorii. Zaroven jsou
pro tuto metodiku stanoveny parametry limitu detekce. Na zakladé rychlé a spolehlivé
kvalitativni detekce je pak mozno vybrané vzorky vykazujici pozitivitu podrobit kvantifikaéni
analyze pomoci real time PCR a determinovat tak infekéni davku.

Ptedlozend metodika byla vyvinuta s ohledem na jeji budouci diagnostické uplatnéni. Proto
u ni byla provedena kompletni optimalizace, otestovana specificita a citlivost, propracovan

systém kontrol a hodnoceni. Funkénost byla ovéfena pro monoplexni i vysoce multiplexni



ucely. Pfedlozeny MOL-PCR systém umoziuje komplexni piistup k detekci parazitického

druhu Toxoplasma gondii a je pouzitelny pro Siroké vyuZiti ve veterinarni i humanni oblasti.

IV) POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je uréena k rychlému skrininku a monitoringu vyskytu ptvodce toxoplasmozy.
NavrZeny postup je vhodny pro kontrolu raznych typt chovii prasat domacich a dalSich
hospodatskych zvitat, ale také pro vysetieni rizikovych potravin distribuovanych trzni siti a

uréenych ke konzumaci ¢lovékem.
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