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PREDMLUVA

Yersinia pestis je bakterie, kterd zptisobuje mor, jednu z nejsmrtelnéjSich chorob v lidské
historii (Ditchburn and Hodgkins 2019). Diky vysoké letalité¢ byla Y. pestis atraktivnim
biologickym védleénym agentem a potencidlnim pivodcem bioterorismu (Derbes 1966,
Inglesby, Dennis et al. 2000, Khan, Swerdlow et al. 2001, Riedel 2005). Jde o biologicky
vybrany agens kategorie A ze seznamu kritickych agenti CDC vytvoieného ve spojeni s
lékarskymi, vefejnymi a zpravodajskymi agenturami (Control and Prevention 2000). Y. pestis,
gramnegativni, nemotilni, kapsle vytvérejici, bakterie zpisobuje u lidi tfi primarni formy
morového onemocnéni v zavislosti na cesté infekce: bubonicky, septikemicky a pneumonicky
mor. [ kdyZ je vzacny, miiZe zplisobit gastroenteritidu po poziti infikovaného Zivoc¢isného masa
(Control and Prevention 2000, Leslie, Whitehouse et al. 2011). Primarni rezervodr pro Y. pestis
jsou mali hlodavci, pficemz blechy jsou obvykle odpovédné za pfenos ze zvitete na Clovéka
(Stenseth, Atshabar et al. 2008). Kromé toho neddvné studie naznacuji, Ze améba v ptidé nebo
vodé muze byt kompetentnim environmentalnim rezervodrem, coZ zvySuje pieZiti a pfenos
(Markman, Antolin et al. 2018). Yersinia pestis se vyvinula z tzce piibuzné zoonotické
enterobakterie Y. pseudotuberculosis (Achtman, Zurth et al. 1999). Tekutd povaha jeho
genomovych a molekuldrnich mechanismii pfispivd k odolnosti, virulenci a schopnosti
pretrvavat i po smrti svého hostitele (Parkhill, Wren et al. 2001).

Kmeny Y. pestis obvykle obsahuji tifi plazmidy: plazmid pesticinu (pPst), plazmid
virulence Yersinia (pYV) a plazmid frakce 1 (pFra) (Perry and Fetherston 1997). VSechny tyto
replikony obsahuji alespon jeden gen pottebny pro propagaci moru. pPst nese gen aktivatoru
plazminogenu (pla), ktery kéduje povrchovou protedzu / adhezin, ktery umoznuje bakteridlni
Siteni z mista bleSiho kousnuti, a tim 1 produkci bubonického moru (Sodeinde, Subrahmanyam
et al. 1992). Plazmid pYV kéduje sekrecni systém typu III (T3SS), ktery vstfikuje vnéjsi
proteiny Yersinia (Yops) do hostitelskych bun¢€k, aby inhiboval fagocytézu a produkci cytokinii
a indukoval apoptézu. Plazmid pFra kdduje fimbridlni protein (Caf), ktery se hromadi na

bakteridlnim povrchu za vzniku amorfni tobolky (Sebbane, Jarrett et al. 2009).



I) CiL. METODIKY

Predkladand metodika nabizi rychly a standardizovany postup detekce piitomnosti
bakterie Yersinia pestis, respektive jeji nukleové kyseliny (DNA), ve vzorku. Tato metodika
muze byt souc¢dsti komplexni multiplexni detekce patogentl, kterd umoZznuje detekovat v jedné
reakci az n€kolik desitek rtiznych patogent, pfiCemz jako templatovd DNA muze byt pouzita
izolovand DNA razného ptivodu, napft. z tkani a trusu zvitat, z prostiedi, vody nebo surovin a
potravin zivocisSného i rostlinného ptivodu urCenych pro lidskou spotfebu. Metodika je

vyuZzitelnd jako vhodny komplexni ndstroj pro skrininkové testy na Siroké spektrum patogent.

IT) VLASTNI POPIS METODIKY

1 Popis MOL-PCR systému

Prikaz piitomnosti YP je zaloZen na detekci specifické sekvence vyskytujici se

v genomu tohoto druhu. Jednd se o multiplexni MOL-PCR systém (Reslova, Huvarova et al.
2019), kde detekce probihd prostiednictvim hybridizace dvou specifickych modulédrnich
detek¢nich sond, neboli MOLig, bezprostfedné vedle sebe k cilové sekvenci a jejich nasledné
ligaci v jednu komplexni sekvenci; ta je amplifikovdna a specificky vychytdna 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
MOLig (Obr. 1) spociva v tom, Ze kromé cilové specifické sekvence nesou také sekvenci pro
vazbu univerzdlnich PCR primerti a TAG sekvenci pro vazbu k anti-TAGu
na povrchu magnetickych mikrosfér. Jednotlivé sety mikrosfér (dostupnych 50 setit) se odlisuji
koncentraci dvou vnitinich fluorofort, cozZ umoziuje jejich vzdjemné rozliSeni a tak identifikaci
specifického cile vyvazaného na jejich povrchu. Samotné kvalitativni vyhodnoceni probiha

prostiednictvim odecteni fluorescencniho signdlu mikrosfér a na jejich povrchu pfichycenych
ﬂuoresaéﬂw% znaéen}'/ch prﬁcﬁﬂl&fPM(')TP-*PCR 3. Hybridizace k mikrosféram 4. MagPix analyza
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Obr. 1: Schéma prabéhu MOL-PCR reakce a MAGPIX analyzy.

Pho = fosfatova skupina umoZnujici ligaci; ¢erné = sekvence specifickd pro zachycovany cil; Sedé¢ = vazebnd
sekvence pro univerzalni PCR primery; TAG = sekvence komplementarni k anti-TAGu na mikrosférach; ¢ervené
= fluorescenéni reportér.



Do kazdé reakce je priddna interni kontrola, kterd upozorni na faleSné negativni

vysledek v disledku pfitomnosti inhibitorti ovliviiujicich prabéh reakce.

1.1 Cilé. 1-pla
Pro detekci YP byl jako prvni detekovany cil zvolen virulentni gen pla, ktery kéduje
plazminogen aktivujici protedzu. Ta je podstatnd pro vlastnost YP proliferovat a prezivat
v plicni formé&. Tento gen je umistény na plazmidu pPCP1 (Hatkoff, Runco et al. 2012).
MOLigo sondy pro detekci genu pla byly testovany na ovétenych kmenech ze sbirky
zoopatogennich mikroorganismli Vyzkumného tstavu veterindrniho Iékafstvi v Brné:

Yersinia pestis CAPM 6472, 6515.

Sekvence MOLig:
Tucné = sekvence pro vazbu univerzdlnich PCR primerti; podtrzen¢ = sekvence specificka pro
BA; mald pismena = TAG sekvence MTAG-A030 umoZznujici specifickou vazbu

k mikrosféram; PHO = fosfatova skupina.

YP_pla_MI1: 5°- PHO-
TTCTGTTGTTTTGCCTTGACATTCTCCTCTCACTTCTTACTACCGCG -3’ (43)

YP_pla_M2: 5°-
ACTCGTAGGGAATAAACCGTgtgttatagaagttaaatgttaagCATAATGACGGGGCGCTCA
- 37(63)

Témito sondami je mozné detekovat ¢ast genu pla na plazmidu pPCP Y.pestis v rozsahu 1327
- 1372 (Genbank reference M27820.1), délka sekvence specifické pro YP = 42 bp. Celkova
délka produktu ligace detek¢nich sond = 106 bp.

1.2 Cilé. 2 -cafl
Jako druhy detekovany cil pro stanoveni YP byl vybran také virulentni gen cafl, ktery se

podili na tvorbé hustého obalu kolem bakterii a tim je zabranéna fagocytéza hostitelskych
bunék. Tento gen cafl se nachdzi na plazmidu z ndzvem pMT]I.

MOLigo sondy pro detekci genu cafl byly testovany na ovérenych kmenech ze sbirky
zoopatogennich mikroorganismli Vyzkumného tstavu veterindrniho Iékafstvi v Brné:

Yersinia pestis CAPM 6472, 6515.



Sekvence MOLig:
Tucné = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primerii; podtrZen¢ = sekvence specificka pro
YP; mald pismena = TAG sekvence MTAG-A051 umozilujici specifickou vazbu

k mikrosféram; PHO = fosfatov4 skupina.

YP_cafl_MI: 5 - PHO-
AGGAACCACTAGCACATCTTCTCACTTCTTACTACCGCG - 37 (39)

YP_cafl_M2: 5 -
ACTCGTAGGGAATAAACCGTgtaagattagaagttaatgaagaaCTTACTCTTGGCGGCTATA
AAAC -37(67)

Témito sondami je mozné detekovat Cast genu cafl, ktery se nachédzi na plasmidu pMT1
Y. pestis, v rozsahu 169 - 210 bp (GenBank reference EF165976.1), délka sekvence specifické
pro YP =42 bp. Celkova délka produktu ligace detek¢nich sond = 106 bp.

1.3 Interni kontrola

Interni kontrola (IC) je priddvana do kazdé reakce. Slouzi nejen k odhaleni faleSné
negativnich vysledkt v disledku inhibice MOL-PCR reakce, ale také jako pozitivni kontrola.
IC byla navrZena tak, aby pro vSechny MOL-PCR systémy mohl byt pouZzit stejny par IC MOlig
a stejnd sada univerzalnich PCR primert; jednd se tedy o univerzalni IC. Pii ptipravé IC byla
pouzita nekompetitivni syntetickd sekvence zaloZend na DNA sekvencich dvou vyhynulych
druhti; konkrétn¢ se jednd o mitochondridlni DNA vakovlka tasmanského (Thylacinus
cynocephalus, Acc. No. FJ515781.1) a ptdka moa (Dinornis struthoides, Acc. No.
AY326187.1). Tato kontrolni syntetickd sekvence o délce 150 bp byla ptevzata z (Vasickova,
Slany et al. 2011), syntetizovana de novo a klonovana do plazmidu. Takto pfipraveny konstrukt
je zcela arteficidlni a podobnd sekvence se nevyskytuje v zaddném zndmém ZivociSném,
rostlinném, ¢i bakteridlnim druhu. IC je tedy moZné pouZit pro jakykoliv templét ¢i matrici. IC
je skladovana pfi teploté -20°C = 4°C ve 2 ml zkumavkéch se Sroubovacim vickem do

vypotiebovani.



Sekvence MOLig:
Tuéné = sekvence pro vazbu univerzdlnich PCR primerti; podtrzen¢ = sekvence specificka pro
IC; malé pismena = TAG sekvence MTAG-A014 umoziujici specifickou vazbu

k mikrosféram; PHO = fosfatova skupina.

IC_2_Ml 5°- PHO-
ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG- 37 (43)

IC_2_M2 5°-
ACTCGTAGGGAATAAACCGTattgtgaaagaaagagaagaaatt TATACACACGCAATCACCA
C-37(64)

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

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

1.4  Sekvence univerzalnich primeru:
Univerzalni primery byly pfevzaty z publikace (Thierry, Hamidjaja et al. 2013). Reverzni

primer je znacen fluoroforem BODIPY-TMRX, ktery v reakci slouZi jako reportérova molekula

znacici vysledny produkt.

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

Tato sada univerzdlnich primert amplifikuje vSechny produkty ligace. Vyslednd délka

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

2 Predmét a pusobnost

Tato metodika slouzi ke kvalitativni detekci YP na zdklad¢ cilovych genii (zastupujicich
konzervovany a variabilni lokus) pfi komplexni analyze vzorkl pochazejicich z prosttedi, trusu

¢i potravin rostlinného ptivodu prostfednictvim MOL-PCR.



3 Podstata zkousky

Multiplexni oligonukleotidova liga¢ni polymerazova fetézova reakce (MOL-PCR) s interni
kontrolou (IC). Komplexni a simultdnni detekce demonstrovdna v multiplexu Citajicim 11
bakteridlnich systémt (kazdy patogen vlastni 2 detek¢ni cile) — Bacillus anthracis, Yersinia
pestis, Francisella tularensis a Brucella spp.. Kvalitativni detekce probihd prostfednictvim

odecteni fluorescen¢niho signdlu vzorku oproti negativni kontrole.

4 Pristroje a pomicky

= 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, Ceskd republika)

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

= Spicky s filtrem k pipetdm s piislu§nym rozsahem

» Sterilni mikrozkumavky o objemu 0,2 ml x 96 se separdtnimi vicky (Bioplastics,

Nizozemsko)

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

* Chladnic¢ka (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 BioLabs,

USA), katalogové Cislo M0647 S. Ligédzu s pufrem je nutné skladovat pfti teploté



-20 °C. Za normalnich 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 pfi teploté -20 °C a nemé¢l by byt dlouhodobé
vystavovan svétlu. V piipad¢ skladovani Master Mixu pii teploté 4 °C je stabilita deklarovdna

po dobu jednoho mésice. Za normélnich 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 HO (Top-Bio, Ceska

z w2

republika), katalogové ¢islo P242. Skladovat pii pokojové teploté.

5.4 Redéni MOLig a PCR primeri

Specifickd MOLiga a univerzalni PCR primery se dodavaji v lyofilizovaném stavu od firmy
Generi-Biotech (Ceskd republika). Podle nivodu uvedeného vyrobcem jsou na pracovisti
rozpustény v PCR vod¢ tak, aby vyslednd zdsobni koncentrace byla 100 pmol/ul. Sondy i
primery jsou evidovany a uloZeny v mraznicce pii teploté cca -20°C + 4°C. Pii pfipravé
liga¢niho premixu se pouZiva pracovni roztok o koncentraci MOLig 1 pmol/ul, jak je uvedeno
v odstavci 5.5. Pfi pfipravé PCR premixu se pouzivd pracovni roztok o koncentraci

univerzalnich primera 10 pmol/ul, jak je uvedeno v odstavci 5.6.

5.5 Priprava liga¢niho premixu

Pro reprodukovatelnou kvalitativni detekci pomoci MOL-PCR je doporuceno pfipravit si
alikvoty premixi pro 100 reakci sklddajici se ze vSech komponent kromé ligdzy a templatové
DNA. Je vhodné vytvofit si 2 Premixy oddélen¢ s MOLigo sondami 1 a 2, aby nedochézelo ke
vzdjemnym interakcim. Premixy se skladuji pfi cca -20°C £ 4°C. Alikvoty premixi lze

opakovan¢ zamrazovat a rozmrazovat maximaln¢ vSak 5x.

Jednotlivé sloZky je doporuceno piiddvat 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 2,5l 250 ul 1X

Reaction Buffer

MOLigo sondy YP_pla_M1 2 x 0,125 ul 2x12,5ul 5 nM kazda

a YP_pla_M2 pro cil pla

(1 pmol/ul kazda)




MOLigo sondy YP_cafl_M1 2x0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kazda
a YP_caf1_M2 pro cil caf
(1 pmol/ul kazda)

MOLigo sondy IC_2_M1 2 x0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kazda
alC_2_M2 pro IC
(1 pmol/ul kazda)

Smés MOLig x1 % 0,125 pul x1x 12,5 ul 5 nM kazda
(1 pmol/ul kazda)

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

DNA 2,5l 100 x 2,5 wl

celkem 25 ul 2500 pl

x1 = pocet dalSich MOLigo sond v multiplexni reakci

5.6 Piiprava PCR premixu

Pro reprodukovatelnou kvalitativni detekci pomoci MOL-PCR je doporuceno pfipravit si
alikvoty premixt pro 100 reakci sklddajici se ze vSech komponent kromé produkti ligace, které
je vzdy nutno vyuzit Cerstvé. Premixy se skladuji pfi cca -20°C + 4°C. Alikvoty premixt lze

opakovan¢ zamrazovat a rozmrazovat maximaln¢ vSak 5x.

Jednotlivé sloZky je doporuceno ptiddvat podle uvedeného poradi:

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

PCR voda 5,25 ul 525 ul

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

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

(10 pmol/ul)

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

Produkt ligace 6 ul 100 x 6 ul

celkem 24 nl 2400 pl

5.7 Magnetické mikrosféry
MagPlex® Microspheres (12,5 x 10° mikrosfér/ml; Luminex Corp., USA), katalogové ¢islo

MCI100XX-01 (XX = 12-78, dle seznamu dostupnych setl od firmy Luminex Corp.). Potazené
mikrosféry v 1X TE pufru je nutno skladovat v chladni¢ce pfi teploté 4 °C a chrénit pied
svétlem. Za normalnich podminek jsou stabilni déle nez 1 rok. Pied kazdym pouZitim je nutno

mikrosféry fadn¢ vortexovat a sonifikovat asi 30 s.



5.8 Roztoky pro hybridizaci

Roztoky, které jsou soucdsti kuliCkového mixu (odstavec 5.9) se pfipravuji za pouZiti

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

zkumavek o objemu 50 ml. Z divodu piedchazeni kontaminaci je pak vhodné pouZivané

roztoky meénit kazdé 3 mésice.

Ptiprava hybridiza¢nich roztoki a jejich skladovani:

Slozka Katalog. ¢. Vysledna Mnozstvi/250 ml | pH | Skladovani
koncentrace
MES Sigma-Aldrich M2933 0,1 M 488 ¢ 4,5 4°C
(USA)

NaCl Carl-ROTH 3957 5M 73,05 ¢ pokojova
(Némecko) teplota

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

5.9 Priprava kuli¢kového mixu

Kuli¢kovy mix se piripravuje Cerstvy pro konkrétni pocet vzorkt v reakci a ihned upotiebi

k hybridizaci MOL-PCR produktii k povrchu magnetickych mikrosfér; kuliCkovy mix se

nepiipravuje a neuchovava ve forme premixu. Podle po¢tu MOLig v reakci (ocekdvanych cill)

se ptidava ptislusny pocet specifickych setii mikrosfér.

Jednotlivé sloZky je doporuceno ptidavat podle uvedeného poradi:

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

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

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

Smés potazenych MagPlex® 1 250 mikrosfér/set | 125 000 mikrosfér/set

Microspheres

1X TE pufr doplnit objem 100 x doplnit objem

celkem Sul 500 ul

5.10 Priprava hybridiza¢ni reakce

Hybridizacni reakce se piipravuje Cerstvd pro konkrétni pocet vzorkl v reakci aihned

probiha specificka hybridizace MOL-PCR produktti k povrchu mikrosfér; hybridiza¢ni reakce

se nepfipravuje a neuchovava ve form¢ premixu.



Jednotlivé sloZky je doporuceno piiddvat podle uvedeného poradi:

Slozka 1 reakce 100 reakci (96 + 4
rezerva)
Kuli¢kovy mix Sul 500 ul
MOL-PCR produkt 10 pl 100 x 10 pl
celkem 15l 1500 pl

5.11 Analyzacni pufr
Roztok se pripravuje za pouZiti ultracisté vody. Vysledny roztok analyza¢niho pufru je tieba
prefiltrovat 0,22 pm filtrem a rozalikvotovat do zkumavek o objemu 5 ml, které slouZzi na jedno

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

SloZeni a ptfiprava analyza¢niho pufru:

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

1 M Tris-Cl Sigma T1503% 10 mM 2,5 ml 8,0
0,5M EDTA 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
ultracista H,O Millipore 242.9 ml

= zdsobni Trizma base neobsahuje CI, ten je doplnén béhem dpravy pH pomoci HCI kyseliny

5.12 Kalibradni a verifika¢ni kity pro MAGPIX

Kalibra¢ni kit MAGPIX® Calibrator Kit, RUO, 25 Uses (Luminex Corp., USA),
katalogové ¢islo MPX-CAL-K25 a verifikacni kit MAGPIX® Performance Verification Kit,
RUO, 25 Uses (Luminex Corp., USA), katalogové c¢islo MPX-PVER-K25. Oba kity
je doporuceno skladovat pfti teploté 4 °C a chrénit pred svétlem. Za normalnich podminek jsou
kity stabilni do data exspirace. Pfed kazdym pouzitim je nutno vSechny slozky kit fadné
vortexovat a sonifikovat asi 30 s. Luminex xPONENT software sim naznaci, kdy je tfeba

provést kalibraci a verifikaci pfistroje.

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

exspirace.



5.14 Roztoky pro udrzbu pristroje MAGPIX

Udrzbové

rutiny piistroje i

samotnd analyza vyzaduji doplnéni

dH2O, 70%

isopropanolu, 0,1 N NaOH do kolonek v pfistroji. Roztoky se pfipravuji za pouZziti ultracisté

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

Slozka Katalog. ¢. Vysledna Mnozstvi/250 ml | Skladovani
koncentrace
100% PENTA 17510-20005 pokojova
isopropanol (Cesk4 republika) 0% 180 ml teplota
PENTA 15760-31000 pokojova
NaOH (Cesk4 republika) 0.IN 0.1'g teplota

6 Postup zkousky

6.1 Bezpecfnostni opatieni

Provedeni metody nevyZzaduje zaddné zvlasStni bezpecnostni opatteni.

6.2 Okolni podminky zkousky

Provedeni metody nevyZaduje kontrolu Zadnych limitnich podminek.

6.3 Mnozstvi vzorku

Do kazdé jamky je napipetovano 22,5 ul liga¢niho premixu a 2,5 pl templatové DNA. Po

ligaci se 6 pul produktu ptenese k 18 pl PCR premixu. Déle je 10 pl vysledného MOL-PCR

produktu pifidano k 5 pl kulickového mixu a pfed samotnou analyzou je cely objem reakce

navySen 45 pl 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 ptidina PCR

voda v ekvivalentnim mnozZstvi k templdatové DNA, tedy 2,5 ul. Negativni kontrola musi byt

pouZzita v kazdém experimentu.

6.4.2 Pozitivni kontrola

Jako pozitivni kontrola slouzi IC. Plazmid i MOLiga pro IC se piidavaji do kazdého

ligacniho premixu a musi byt pouzita v kazdém experimentu.




6.5 Replikaty

Kazdy vzorek se analyzuje nejmén¢ v duplikatu a piipravuji se alespon dvé NTC na jeden
multiplexni ligani mix.
6.6 Kalibrace mériciho prostiredku pied zkouskou

Po spusténi pfistroje je tieba vzdy provést n¢kolik dkonti. Nejprve se saci jehla promyje a
sonifikuje v destilované vodé¢ (dH»>O). Zkontroluje se naplnéni kontejnerti pro Drive fluid a
odpad (waste container). V Luminex XPONENT softwaru se postupné navoli udrzbové rutiny:
Calibration and Verification (dle potteby), Daily Fluidics Prep (Luminex). Po skon¢eni analyz

se pfed vypnutim pfistroje vZdy provadi rutina Daily Shut Down (Luminex).

6.7 Provedeni zkousky

6.7.1 Liga¢ni protokol
Ptistroj: 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 (15 s)
Annealing/ Elongace 60 °C (15 s)
72 °C (15 s)

Hold?* 10 °C

*uchovéani do dalsiho zpracovéani

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

1 cyklus Uvodni denaturace 96 °C (1,5 min)
Hybridizace 37 °C (30 min)
Hold* 37 °C




*uchovani do dalsiho zpracovani; nutno zpracovat béhem jednoho dne

6.7.4  Analyza
Ptistroj: Bio-Plex MAGPIX Multiplex Reader (Bio-Rad, California, USA). Analyza probih4

pii pokojové teplot€ a méteni 96-ti jamkové desky trva asi 45 minut. Namétené hodnoty jsou
zobrazeny v XPONENT 4.2 softwaru (Luminex, USA), odkud jsou hruba data exportovana do

Excelu, kde jsou jednoduchym vypoctem vyhodnocena.

7 Vypodet a vyjadieni vysledku

7.1 Hodnoceni vystupu
Od namétfenych hodnot medidnu intenzity fluorescence (MFI) se odecte hodnota MFI
piislusné negativni kontroly NTC pro dany region mikrosfér. Je-li vysledna hodnota (P) vyssi

nez 100, vzorek je vyhodnocen jako pozitivni.

Pvzorku = MFIvzorku - MFINTC

7.1.1 Kyvalitativni hodnoceni

Kvalitativni hodnoceni se provadi podle nésledujici tabulky:

Cilé. 1 Cilé. 2 IC Celkovy vysledek
Pozitivni (+) Pozitivni (+) Pozitivni (+) Vzorek je pozitivni na Y.pestis
Pozitivni (+) Pozitivni (+) Vzorek je pozitivni na Y.pestis

Pozitivni (+) Vzorek je negativni na Y.pestis
Vzorek je pozitivni na gen pla ale
Pozitivni (+) Pozitivni (+) )
negativni na gen caf
Vzorek je negativni na gen pla a
Pozitivni (+) Pozitivni (+) o
pozitivni na gen caf
Pozitivni (+) Vzorek je negativni na YP

Vzorek je inhibovan

Vzorek je povazovan za pozitivni, pokud je pozitivni alesponl v jednom opakovéni.



8 Validace

8.1 Specificita
Navrzené sekvence MOLig byly porovndny pomoci algoritmu  BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Sekvence specifické pro cilové geny byly 100% identické s

referencnimi sekvencemi zastoupenymi v databdzi a soucasné€ nevykazovaly identitu s jinymi
organismy. Specifita MOLig byla na celé fad¢ bakteridlnich patogent, konkrétné u Bacillus
anhtracis, Bacillus cereus, Yersinia pestis, F. tularensis subsp. tularensis,
F. tularensis subsp. holarctica, Brucella suis, Brucella abortus, Brucella melitensis,
Staphylococcus aureus. Specificita prevzatych univerzdlnich primerti byla ovéfena na 13-ti
genotypech Bacillus anthracis v ptipad¢ (Thierry, Hamidjaja et al. 2013), ale mimo jiné také

na 11-ti sérotypech Escherichia coli (STEC) v publikaci (Woods, Mendez et al. 2016).

8.2 Optimalizace reakénich podminek

Koncentrace jednotlivych MOLig byla optimalizovdana tak, aby nedochazelo
k nespecifickym reakcim s jinymi MOLigy v multiplexni ligaci a zaroven vznikalo co nejvice
ligacnich produkti. Koncentrace univerzdlnich primeri byla optimalizovdna tak,
aby nedochdzelo k amplifikaci jednoho cile na tukor druhého a aby zdroven vznikal
fluorescencné znaCeny produkt ve zvySené mite. IC byla optimalizovadna tak, aby byly
prednostn¢ amplifikovany a detekovany cilové sekvence. Tvorba primer-dimert
a nespecifickych produkti byla zkontrolovdna pomoci meltingové analyzy.

Funkénost optimalizovanych reakénich podminek byla ovéfena v monoplexnich
i multiplexnich formétech reakce, pficemZ nejvyssi testovand uroven multiplexu citala

12 systémd.

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 templdtové DNA pro dany cil (Stucki, Malla et al. 2012, Thierry, Hamidjaja et al.
2013).

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

hranici limitu detekce.



Kvalitativni detekce genu virulence pla Y.pestis

Vzorek po izolaci

Vzorek . . CBO
DNA VUVeL VVetU Hluc¢in | VFU Brno
Téchonin
Z Netedény + + + +
5X 5X fedény + + + +
10X 10X tedény + + + +
S stopové mnoZstvi + + + +
Negativni + 10X
Ex - - - -
fedénd DNA S. aureus

K+ IC + + + +
NTC Negativni - - - -

Vysledky kruhového testu potvrdily pouzitelnost metodiky v rutinni laboratorni praxi.

Kvalitativni detekce genu virulence caf Y.pestis

Vzorek | Vzorek po izolaci DNA , , CBO
VUVeLL | VVetU Hluéin | VFU Brno
Téchonin
Z Netedény + + + +
5X 5X tedény + + + +
10X 10X tedény + + + +
S stopové mnoZzstvi + + + +
Negativni + 10X fedénd
Ex - - - -
DNA S. aureus

K+ IC + + + +
NTC Negativni - - - -

Vysledky kruhového testu potvrdily pouzitelnost metodiky v rutinni laboratorni praxi.

9 Operativni Fizeni jakosti

Je feseno:

1) pomoci negativni kontroly

2) interni kontrolou (IC)




II1) SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Vzhledem k tomu, Ze nejsou k dispozici jednotné a srovnatelné metodické piistupy
ziskdvani dat o prevalenci YP a pouZiti riznych analytickych metod neumoziuje ziskani
srovnatelnych udaji (EFSA, 2017), je vypracovani a vyuZziti dalsi validované metody pro
detekci tohoto patogenu ucelné.

Predstavend metodika je oproti diive publikovanym postupim inovativni svym
vysokym stupném multiplexu, schopného kombinovat detekci nékolika nezavislych cilt
ainterni kontroly. Tato kombinace tak umoznuje rychly skrinink vySetfovaného vzorku
na predpoklddané spektrum patogenil, jejichZ vyskyt je vdzany na danou matrici a soucasné
umoziuje vyloucit faleSné negativni vysledek v dusledku piitomnosti inhibitort. Na zakladé
rychlé a spolehlivé kvalitativni detekce je pak moZno vybrané vzorky vykazujici pozitivitu
podrobit kvantifika¢ni analyze pomoci real time PCR a determinovat tak infek¢éni davku.

Piedlozend metodika byla vyvinuta s ohledem na pozadavky armady CR pro jeji
budouci diagnostické uplatnéni, tedy rychlou detekci nebezpeénych patogeni potencidlné
zneuzitelnych jako biologické zbran€. Proto u ni byla provedena kompletni optimalizace,
otestovana specificita a citlivost, propracovan systém kontrol a hodnoceni. Funk¢nost byla
ovéfena pro monoplexni 1 vysoce multiplexni ucely. Pfedlozeny MOL-PCR systém umozZiuje
komplexni pfistup k detekci bakteridlntho druhu YP a je pouZitelny pro Siroké vyuZiti ve
veterindrni 1 humanni oblasti. Metodika je soucasn¢ dostate¢né spolehlivd, aby na zdklad¢

vysledku bylo mozné rozhodnout o mife rizika.

IV) POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY
Metodika je urc¢ena k rychlému skrininku a monitoringu vyskytu bakterie Yersinia pestis

z klinickych i terénnich vzorkt a byla vyvinuta pro potieby ozbrojenych slozek CR.
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