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1. Uvod

Pavodci infekéni lymfadenitidy u malych prezvykavcl zplsobené Corynebacterium
pseudotuberculosis a Staphylococcus aureus subsp. anaerobius jsou Siroce distribuovani po
celém svété a maji za nasledek znacné ekonomické ztraty. Jako soucast bakteridlniho spektra
lymfadenitidy ovci a koz byvaji popisovani také Streptococcus species a Trueperella pyogenes
[1, 2]. Vdnedni dobé se velmi casto objevuje u bakterie S. aureus rezistence na
betalaktamova antibiotika (ATB), ktera je zplisobena genem mecA. Zjisténi této rezistence a
diagnostika meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) jsou velmi dilezité pro
naslednou lécbu. Aby se zabrénilo Sifeni plvodce, pouZila se Uc¢inna preventivni opatreni k
zastaveni Sifeni infekénich chorob a predeslo se tak ekonomickym ztratdm pro chovatele ovci
a koz, je podstatné rychle identifikovat a specifikovat bakterialni druhy zpUsobujici abscesy u
malych prezvykavci. Metodou volby pro rychlou a spolehlivou identifikaci patogend v
rdznych matricich je polymerazova retézova reakce (PCR) [3]. Analyza mnoha vzork( na
pritomnost vice infekénich agens pomoci PCR vsak vyzaduje Upravy pracovniho postupu.
Jednou z moznosti je pouzit PCR jako suspenzni pole, ve kterém je fluorescencné znaceny
PCR produkt vizualizovan jeho pfipojenim ke konkrétni magnetické mikrosfére a to diky
unikatni sekvenci xTAG. Existuje fada modifikaci, jednou znich je PCR s multiplexni
oligonukleotidovou ligaci (MOL-PCR). Tato modifikace umoziuje pouziti pouze jediného paru
univerzalnich primer(, coz usnadruje optimalizaci celého testu [4].

Metodika funkéniho vzorku popisuje MOL-PCR diagnostiku kasedzni lymfadenitidy (caseous
lymphadenitis, CLA) ovci a koz zplUsobovanou bakterii Corynebacterium pseudotuberculosis,
ale i dalSich vybranych patogent nachazejicich se v abscesech malych prezvykavcl. To vse se
déje na multiplexni molekuldrni Urovni v jedné reakci a za pouziti platformy MagPix (Luminex
Corp.).

2. Cil metodiky funkcniho vzorku

Cilem metodiky funkéniho vzorku bylo vyuzit specifické sekvence DNA pro detekci nejéastéji
se vyskytujicich bakteridlnich patogenl v abscesech u malych prezvykavch a tim vytvofit
novy detekéni multiplexni panel za pouZiti platformy MagPix (Luminex Corp.).

3. Vlastni popis metodiky funkéniho vzorku a narokt na ochranu

3.1. Pfedmluva

Technické feSeni diagnostického prostiedku pro in vitro multiplexni detekci a rozliseni
hlavnich  bakteridlnich  pdvodct vyvolavajicich abscesy u malych prezvykavcu
(Corynebacterium pseudotuberculosis, Corynebacterium ulcerans, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus subspecies anaerobius, Streptococcus spp., Trueperella pyogenes a
meticilin-rezistentni S. aureus), vyuzivad tzv. xMAP technologii (Luminex corporation, USA,
Texas) na pristrojové platformé MagPix. Technologie xMAP je zaloZena na tfech po sobé
jdoucich krocich: 1) multiplexni oligonukleotidova liga¢ni assay, 2) PCR s univerzalnim parem
primerd shodnym pro vSechny cile a 3) hybridizace. Spojeni téchto krokl umoznuje
simultanni detekci fady molekularnich cilt v Siroké Skale matric, v tomto pfipadé v abscesech
malych prezvykavci (ovci a koz). Predkladany detekéni systém je pro zajisténi spolehlivosti
vybaven i systémem interni pozitivni kontroly pro vylouceni PCR inhibice a spo¢iva v pridani
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nukleové kyseliny o znamé sekvenci do kazdého vzorku a jeji nasledné simultanni detekci
spolu s ostatnimi detekcnimi cili. Jako interni pozitivni kontrola (IPK) jednotlivych krokd MOL-
PCR analyzy u kazdého vzorku je pouZita nekompetitivni syntetickd sekvence zaloZzena na
DNA sekvencich dvou vyhynulych ZivociSnych druhl. Kontrolni syntetickd sekvence byla
syntetizovana de novo a klonovdna do plazmidu. Tento pfistup, tzn. pouziti presné
definovaného mnozstvi interni kontroly ve spojeni s xMAP technologii, zajistuje kontrolu
analytického postupu kazdého jednoho analyzovaného vzorku. Metoda je specifikovana
jedineénymi parametry, které umoZiuji jeji pouziti v oblasti veterinarni mediciny a
laboratorni diagnostiky.

3.2. Metodika

3.2.1. Izolace DNA ze vzorku

Extrakce genomové DNA (gDNA) byla provedena z obsahu abscesl (20 mg hnisu) za pouZiti
izolacni soupravy DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen, Némecko) podle protokolu vyrobce s
nékolika modifikacemi, jak bylo popsano dfive [5].

3.2.2. Navrh MOLigo sond (kratkych specifickych oligonukleotid)

Pro detekci vybranych zastupcl bakteridlnich patogenli nachazejicich se nejcastéji
v abscesech malych prezvykavcl byly vybrany cilové geny se specifickymi, unikdtnimi
sekvencemi, které se nasledné porovnaly sreferencnimi sekvencemi téchto vybranych
patogenu dostupnymi v databazi NCBI (National Center for Biotechnology Information). Dale
byly stanoveny v cilovych unikadtnich sekvencich dva kratké specifické a bezprostfedné na
sebe navazujici oligonukleotidové useky (zaklad pro tzv. MOLigo sondy). K identifikaci
Corynebacterium pseudotuberculosis se designovaly sondy pro dva detekéni cile a to p/d gen
kodujici fosfolipazu D, jakoZto hlavni determinant virulence a gen fagA, kodujici integralni
membranovy protein. VyuZiti dvou cild v jedné reakci vyrazné zvySuje pravdépodobnost
uspésné detekce. Pro bakterii Corynebacterium ulcerans byl zvolen gen leuA kédujici 2-
isopropylmalat syntdzu, pro patogen Staphylococcus aureus gen nuc, kddujici termostabilni
nukledzu specifickou pro S. aureus, a gen mecA, ktery kéduje PBP2a propujcujici rezistenci na
B-laktamova antibiotika. K rozliseni, zda se jednd o S. aureus subspecies anaerobius byl
vybradn gen katB, kédujici katalazu. Detekce Trueperella pyogenes probihala pres gen plo,
kdduijici faktor virulence pyolysin. Pro druhy rodu Streptococcus byl vybran gen tuf, kodujici
elongacni faktor Tu. VSechny pary MOLigo sond obsahuji stejnou sekvenci pro hybridizaci
univerzalnich primert (Reverse - Rw a Forward - Fw). Jedna z MOLigo sond jesté navic vlastni
jedine¢nou 24 bazickou DNA sekvenci zvanou xTAG (od spole¢nosti Luminex corporation;
https://www.luminexcorp.com/magplex-tag-microspheres/), kterou produkty  PCR
hybridizuji k anti-TAG sekvenci na povrchu magnetické mikrosféry. Specifické ¢asti sekvenci
MOLigo sond (specifickd sekvence pro dany cil - ¢ast 1 a cast 2) byly testovany pomoci
nastroje OligoAnalyzer 3.1 (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) a to za ucelem identifikace
vlastnosti jako je teplota tani, vlasenky, tvorba dimer(i apod. Teoretickd specificita MOLigo
sond byla ovérena analyzou pomoci databaze BLAST NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi). Seznam sekvenci MOLigo sond a
univerzalnich primer( popisuje tabulka 1.
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Tabulka 1 Seznam sekvenci MOLigo sond a univerzalnich primer( pro MOL-PCR
Pho = fosfat; podtrZené = sekv. specificka pro cil; tu¢né = vazebna sekv. uni primer(; malym = TAG.
Patogen Cil Nazev Sekvence 5°-3° TAG | Mikro
sféry
Coryne_pseudo | Pho-CTGCCTGGAAGACAATCACCTCTCACTTCTTACTACCGCG
Corynebacterium pld _PLD_M1 47 47
pseudotuberculosis Coryne_pseudo | ACTCGTAGGGAATAAACCGTtattgttgaatgtgtttaaagagaTTCTAT
_PLD_M2 AAGACAGTCGGCGGAC
CLA fagA_M1_ | Pho-CAAACGCCCCACAATATCCGCTCTCACTTCTTACTACCGCG
Corynebacterium Vi
pseudotuberculosis fagA CLA_fagA_M2_ | ACTCGTAGGGAATAAACCGTgttatgatatagtgagttgttattGGAAAT 77 62
V1 TCGCCGGGGACAAT
CoryUl_LeuA_ Pho-TTTGCCCATGAATACCTGGATTCTCACTTCTTACTACCGCG
Corynebacterium LeuA M1 71 64
ulcerans CoryUl_LeuA_ ACTCGTAGGGAATAAACCGTgtgatagaatttgtgtttaatgaaTCCAA
M2 GAACATGTGGGACATC
SA nuc_M1 Pho-
S, qureus nuc GAAAATGCAAAGAAAATTGAAGTCTCTCACTTCTTACTACCGCG ) 12
SA_nuc_M2 ACTCGTAGGGAATAAACCGTatttgttatgataaatgtgtagtgGTGCAT
TTACGAAAAAAATGGTA
S. aureus subsp. SAN_catB_M1 Pho-TGATTCATCTCAACGCGATCTCACTTCTTACTACCGCG
anaerobius katB SAN_catB_M2 ACTCGTAGGGAATAAACCGTgttgagaattagaatttgataaagCTGAA 73 73
ATTATAGCAACAGGTCG
Strep_tuf_M1_ | Pho-
V1 TAAAGTCAATGATGAAGTTGAAATCGTTTCTCACTTCTTACTACC
Streptococcus spp. tuf GCG 74 74
Strep_tuf_M2_ | ACTCGTAGGGAATAAACCGTaatgaaatagtgttaaatgagtgtGTATC
V1 GACCGTGGTACTGT
T.pyogenes_plo | Pho-
M1 AGAATAAGGTCGTCATCAACAATCCCACTCTCACTTCTTACTACC
Trueperella
pyogenes plo GCG 70 75
T.pyogenes_plo | ACTCGTAGGGAATAAACCGTgattagtatttagtagtaatagagTTGAT
_M2 TTGCCAGGATTAGTTGACGGTA
- MRSA_M1 Pho-
Methicillin-
rezistentni mecA MRSA_M2 GTTGGTCCCATTAACTCTGAAGATCTCACTTCTTACTACCGCG 69 63
S aureus ACTCGTAGGGAATAAACCGTatgaaagatttagttgtgagatatAAGCG
ACTTCACATCTATTAGGTTAT
IC_2_M1 Pho-
Interni kontrola aDNA ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG 14 36
IC_2_M2 ACTCGTAGGGAATAAACCGTattgtgaaagaaagagaagaaattTATA
CACACGCAATCACCAC
. uni FW CGCGGTAGTAAGAAGTGAGA
Forward primer
. uni REV BODIPY-TMRX-ACTCGTAGGGAATAAACCGT
Reverse primer

3.2.3. Postup provedeni MOL-PCR reakce

3.2.3.1. Multiplexni oligonukleotidova ligace

Multiplexni liga¢ni smés byla optimalizovdna a pfipravena podle mnoZstvi uvedenych v
tabulce 2 do kone¢ného objemu reakce 25 pl. Ligacni reakce probihala v termocykleru (DNA
Engine Dyad, Bio-Rad, Foster City, CA, USA) dle protokolu: pocatecni denaturace 10 minut pfi
95 ° C; nasledovalo 20 cykl( (30 s pfi 95 °C a 60 s pti 59 °C). Ligacni produkty byly skladovany
pfi 10 °C az do dalsiho kroku MOL-PCR reakce.
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Tabulka 2 SloZeni multiplexni ligacni smési

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

koncentrace

PCR voda doplnit objem 100 x doplnit objem

10X Hifi Tag DNA Ligase Reaction Buffer 2,5 ul 250 pl 1X
(NEB)

MOLigo sondy CLA_pld_M1 a CLA_pld_M2 2x0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kazda
pro cil (1 pmol/ul kazda)

MOLigo sondy CLA_fagA_M1 2x0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kazda
a CLA_fagA M2 pro cil (1 pmol/ul kazda)

MOLigo sondy leuA_M1 a leuA_M2 pro cil 2x0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kazda
(1 pmol/ul kazda)

MOLigo sondy SA_nuc_M1 a SA_nuc_M?2 2x0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kazda
pro cil

(1 pmol/pl kazda)

MOLigo sondy SAN_katB_M1 2x0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kazda

a SAN_katB_M2 pro cil
(1 pmol/pl kazda)

MOLigo sondy Strep_tuf M1 2x0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kazda
a Strep_tuf_M2 pro cil
(1 pmol/ul kazda)

MOLigo sondy TP_plo_M1 a TP_plo_M2 pro 2x0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kazda
cil
(1 pmol/ul kazda)

MOLigo sondy MRSA_M1 a MRSA_M2 pro 2x0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kazda
cil
(1 pmol/ul kazda)

MOLigo sondy IC_2 M1alC_2 M2 proIC 2x0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kazda
(1 pmol/ul kazda)

IC plazmid 0,75ng/pl 0,1 pl 10,0 pl

Hifi Tag DNA Ligase (NEB) 0,5 pl 50 pl

UNG (Roche) 0,2 pl 20 pl

Carrier DNA z rybich spermii (Serva 1l 100 pl

Electhrophoresis, kat.¢.1858001) 50 ng/ul

DNA 2,5l 100 x 2,5 pl

celkem 25 pl 2500 pl

3.2.3.2. PCR reakce s univerzalnim parem primera

Premix pro amplifikaci ligacnich produktd byl namichan dle mnozstvi uvedenych v tabulce 3 v
konec¢ném objemu 24 pl. Liga¢ni produkty byly pfidany do jiz pfipravenych zkumavek s PCR
premixem v pomeéru 1:3, tj. 6 pl produktd a 18 pl premixu. PCR protokol pro tuto reakci:
pocatecni denaturace pfi 95 °C po dobu 2 minut, nadsledovana 40 cykly (95 °C po dobu 15 s,
60 °C po dobu 15sa 72 °C po dobu 15 s).
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Tabulka 3 SloZeni PCR premixu s univerzalnim parem primer(

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

PCR voda 5,25 ul 525 pl

Luna® Universal Probe gPCR Master MIX 12l 1200 pl 1X

Primer uni FW (10 pmol/ul) 0,15 ul 15 ul 0,0625 uM

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

Produkt ligace 6 ul 100 x 6 pl

celkem 24 ul 2400 pl

3.2.3.3. Hybridizace a analyza pomoci platformy MAGPIX

Kulickovy mix pro hybridizaci s PCR produkty se micha cerstvy na konkrétni pocet vzorka
v reakci (Tabulka 4) a ihned se upottebi k hybridizaci MOL-PCR produktd k povrchu
magnetickych mikrosfér. Tento mix se tedy nepfipravuje a neuchovava ve formé premixu.
Podle poctu stanovovanych cild (pari MOLigo sond) vreakci se pridava pfrislusny pocet
specifickych setll mikrosfér, tzn. jeden pdr sond — jeden set mikrosfér.

Smés mikrosfér v objemu 5 pl na vzorek byla pipetovana do 0,2 ml stripl (BlOplastics,
Landgraaf, Nizozemsko) a poté bylo pridano 10 pl PCR produktli z predchoziho kroku.
Pfipravené stripy s kulickovym mixem a PCR produkty byly vloZzeny do termocykleru s
nasledujicim protokolem: denaturace 96 °C po dobu 90 s, hybridizace pti 37 °C po dobu 30
minut a poté udrzovano pfi 37 °C do dalSiho zpracovani. Bezprostiedné po dokonceni
hybridizace bylo pfidano 45 pl analyza¢niho pufru (10 mM Tris-Cl (pH 8,0); 0,1 mM EDTA; 90
mM NaCl a 0,2% Tween 20). Stripy s takto hybridizovanymi produkty a analyzaénim pufrem
byly umistény na 0,2 ml stojanek Multi Rack (Bioplastics) a analyzovany v pfistroji MAGPIX
(Bio-Plex MAGPIX, Bio-Rad) pomoci xPONENT 4.2. ® SOFTWARE (Luminex, Austin, TX, USA).

Tabulka 4 Slozeni kulickové mixu

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

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

5 M NacCl 0,8 pl 80 ul 0,8M

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

Microspheres

1X TE pufr doplnit objem 100 x doplnit objem

celkem 5ul 500 pl

3.3. Kvalitativni vyhodnoceni

Od namérenych hodnot medianu intenzity fluorescence (MFI) se odecte hodnota MFI
pfislusné negativni kontroly NTC pro dany region mikrosfér. Je-li vysledna hodnota (P) vyssi
nez 200 MFI a pomér mezi pozitivnhim a negativni vzorkem vyssi nez 4, vzorek je vyhodnocen
jako pozitivni.

Pvzorku = MFlyzorku - MFInTc

Pvzorku = MFlyzorku / MFIntc
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4. Vyhodnoceni funkénosti systému

Pouzitim referenénich kmenl Corynebacterium pseudotuberculosis CAPM 6558,
Streptococcus pneumoniae CAPM 5361, Trueperella pyogenes CAPM 5079, Staphylococcus
aureus subsp. anaerobius CAPM 6559, Staphylococcus aureus subsp. aureus CAPM 6676,
meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus CAPM 6565 ze Sbirky zoopatogennich
mikroorganismi (CAPM) a klinickych izolatl z abscesi malych prezvykavcl typizovanych
hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF (Matrix Assisted Desorption lonization — Time of
Flight) byla potvrzena specificita MOLigo sond navrzenych pro jednotlivé patogeny. Zaroven
nebyla zjisténa Zadna interakce mezi jednotlivymi sondami. Specifita prevzatych
univerzalnich primer( se ovéfovala na 13-ti genotypech Bacillus anthracis v pfipadé Thierry
et. al. [6] a také na 11-ti sérotypech Escherichia coli (STEC) v publikaci Woods et. al. [7].

5. Srovnani novosti postupl

Pfedstaveny funkéni vzorek zaloZeny na bdazi multiplexni oligonukleotidové ligacni eseje
s naslednou PCR za pouZiti jednoho paru univerzalnich primer( a hybridizaci na magnetické
kulicky je oproti dfive publikovanym postuplm inovativni svym vysokym stupném
multiplexu. PouZitd metoda je schopna kombinovat detekci nékolika nezavislych cill (az 50
vjedné reakci) a interni kontroly. Tato kombinace tak umoziuje rychly skrinink
vySetfovaného vzorku, v nasem pripadé obsahu abscest ovci a koz na predpokladané
spektrum patogenl (Corynebacterium pseudotuberculosis, Corynebacterium ulcerans, S.
aureus, S. aureus subsp. anaerobius, meticilin-rezistentni S. aureus, Trueperella pyogenes,
Streptococcus spp.). Soucasné umoznuje vyloucit faleSné negativni vysledek v dusledku
pfitomnosti inhibitor(. Na zakladé rychlé a spolehlivé kvalitativni detekce je pak moziné
vybrané vzorky vykazujici pozitivitu podrobit cilené kvantifikacni analyze pomoci real-time
PCR a determinovat tak mnozstvi bakterii ve vySetfované matrici.

6. Uplatnéni funkéniho vzorku

Funkéni vzorek predstavuje simultanni multiplexni detekéni metodu, kterd je urcena
k rychlému skrininku a monitoringu vyskytu vybranych patogennich bakterii zplsobujicich
abscesy u malych prezvykavcd (ovci a koz). Funkéni vzorek je uréen predevsim pro
diagnostické laboratofe a vyzkumné ustavy s pfesahem pro chovatelskou praxi. Soucasti
funkéniho vzorku jsou uvedené protokoly umoznujici rutinni detekci vybranych bakterialnich
agens v abscesech malych prezvykavcl (ovci a koz) na molekularni Urovni pomoci platformy
MagPix (Luminex Corp.). Metody qPCR pomoci TagMan, SybrGreen sond a Luminex xTAG
jsou vsoucasnosti ve velkém popredi védeckého zajmu a jevi se jako jedny z velmi
perspektivnich diagnostickych metod, at uz z hlediska citlivosti ¢i jejich specifi¢nosti detekce.
Rychla simultanni multiplexni detekéni metoda je jednou z efektivnich cest, ktera je schopna
identifikovat nemocny kus ve stddé. Tak mohou byt co nejrychleji vytvorena potiebnd
opatreni v chovu pro zabranéni dalsiho Sifeni onemocnéni.

7. Ekonomické aspekty

Pro diagnosticky vybavenou laborator spocivaji naklady v syntéze oligonukleotid(i a pofizeni
spotfebniho materialu, soupravy pro izolaci DNA, chemikalii a enzym0 pro ligacni esej, PCR
reakci a hybridizaci véetné magnetickych mikrosfér. Cena materidlu na vysetieni jednoho
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vzorku v duplikatu se pohybuje kolem 600 K¢ (bez DPH). Pti zavedeni funkéniho vzorku do
diagnostické praxe se usSetfi ¢as i naklady spojené s analyzou. Vzhledem ke komplexnosti
analyzy je uspora ndkladl redlna, protoze komplexni vySetfeni vzorku v jedné reakci
pfedstavuje vidy vyhodu ve srovnani s provadénim oddélenych, jedno druhové cilenych PCR
nebo napf. riznych sérologickych test(.

Pofizeni pfistroje Bio-Plex MAGPIX Multiplex Reader predstavuje jednorazovou investici
kolem 700.000 — 800.000,- K¢.

Rychla a citliva detekce vybranych bakteridlnich agens v abscesech malych prezvykavci muaze
prispét k vyznamnému snizeni ekonomickych ztrat daného podniku, jelikoz na zakladé
vysledkll je moziné vytvofit pfislusnd cilend opatfeni v chovu a zamezit tak pfipadnému
dalSimu prenosu nakazy ve stadé. Ndlez bakteridlnich patogen( zpUsobujicich abscesy u
malych prezvykavcli mlze vést k ekonomickym ztratam zplUsobenym neprodejnosti
infikovaného materidlu a také ztraté dlvéry a konkurenceschopnosti podniku. V¢asné
otestovani vzork(l z nakazenych kus( ovci a koz pomoci rychlych molekularnich detekcnich
metod tak v SirSim méfitku povede k finan¢ni Uspofre.

8. Dedikace

Funkéni vzorek byl vytvoren v rdmci projektu Ministerstva zemédélstvi QK1910082
a MZE-RO0518.
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