CZ 36448 U1

UZITNY V Z OR (11) Cislo dokumentu:

36 448

(13) Druh dokumentu: Ul

(21) Cislo prihlasky: 2022-40058 )
(19) (22) Prihlaseno: 04.07.2022 (51) Int. CL:
IEE%SLIKA (47) Zapsino: 18.10.2022 C120 1/6888
CI120 1/6895
CI2R 1/72
CI2R 1/89

(2018.01)
(2018.01)
(2006.01)
(2006.01)

URAD

PRUMYSLOVEHO

VLASTNICTVI

(73)  Majitel:
Vyzkumny ustav veterinarniho 1ékafstvi, v. v. i.,
Brno, Medlanky, CZ

(72)  Pavodce:
Ing. Romana Bacova, Ph.D., Bucovice, CZ
Mgr. Monika Moravkova, Ph.D., Kufim, CZ

(74)  Zastupce:
HARBER IP s.r.0., Dukelskych hrdint 567/52,
170 00 Praha 7, HoleSovice

(54) Nazev uzitného vzoru:

Oligonukleotidy pro MOL-PCR detekci
kvasinkovych a prototékovych infekci

Utad priimyslového vlastnictvi v zapisném fizeni nezjistuje, zda predmét uZitného vzoru
spliiuje podminky zptisobilosti k ochrané podle § 1 zak. ¢. 478/1992 Sb.



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 36448 U1

Oligonukleotidy pro MOL-PCR detekci kvasinkovych a prototékovych infekci

Oblast techniky
Predmétem technického feSeni jsou oligonukleotidy pro pouziti v MOL-PCR (polymerazova

fetézova reakce s multiplexni ligaci oligonukleotidll) diagnostice kvasinkové a prototékové infekce
v oblasti veterindrni mediciny a bezpec¢nosti potravin.

Dosavadni stav techniky

V soucasné dob¢ existuje fada zptisobll fenotypové a genotypové identifikace kvasinek. Nejcastéji
se vyuziva klasické kultivace na béznych plidach s naslednou mikroskopickou, piipadné
biochemickou identifikaci. V poslednich letech se zna¢né vyuzivaji i chromogenni ptidy nebo
identifikace pomoci metody hmotnostni spektrometrie MALDI TOF.

werwr

jelikoz stale chybi informace o efektivnich 1é¢ebnych prostiedcich a v ptipade infekce je obecné
doporuCovano vyradit infikovany kus z chovu. Navic identifikace prototék kultivaci jsou
komplikované, jelikoz na béznych piidach miize byt snadno piertistana bakterialni ¢i kvasinkovou
mikrobiotou.

Jednou z moznosti detekce a identifikace patogennich ¢i potencidlné patogennich agens piimo ze
vzorku bez predeslé kultivace jsou metody zalozené na polymerazové fetézové reakci (PCR).
Nejbéznéjsi metodou je metoda real-time PCR, kterda umoznuje detekovat a kvantifikovat
specificky usek DNA z fady matric. Nevyhodou této metody je ale fakt, ze v jedné reakci mohou
byt vétSinou detekovany maximalné 3 az 4 detekeni cile véetné interni amplifikacni kontroly.

Jedinec¢nost metody MOL-PCR spoc¢iva v moznosti multiplexni reakce (detekce az 50 rozlicnych
cili v jedné reakci), coz snizuje vyslednou cenu za jednu analyzu. Identifikace nékterych
vybranych druhti kvasinek pomoci MOL-PCR jiz byla popsdna v né€kolika malo publikacich,
v nichz jsou identifikace zaloZené na sekvenaci genu 18S ribozomalni podjednotky.

Stale pretrvava potieba navrhnout takové usporadani reakce MOL-PCR, kter¢ by dovolilo efektivni
a relevantni diagnostiku kvasinkovych a prototékovych patogenti.

Podstata technického feSeni

Predkladané technické feSeni poskytuje sadu oligonukleotidi pro detekci kvasinek a prototék
relevantnich pro prostiedi Ceské republiky metodou MOL-PCR, a cili na jejich specifické geny,
zejména virulentni faktory. Pfi vytvoreni sady oligonukleotidii byla brana v uvahu prevalence
jednotlivych druhti v bazénovych vzorcich mléka.

Sada oligonukleotidii obsahuje nasledujici oligonukleotidy pro detekci kvasinek a prototék ve
vzorcich potravin ¢i vzorcich odebranych z téla zvifat. Jednotlivé specifické oligonukleotidy pro
MOL-PCR (tzv. MOLigo) jsou slozeny z nasledujicich ¢asti:

MOLigo 1 (M1): specificka sekvence 2 (S2) + predni komplementarni primer (Fw) - 37;

MOLigo 2 (M2): 5 Reverzni komplementarni primer (Rv) + TAG sekvence + specificka
sekvence 1 (S1).

Tato struktura je schematicky znazornéna na Obr. 1.
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Fw primer univerzalni komplementarni sekvence pro vSechny cile je:
5" TCTCACTTCTTACTACCGCG 3’ (SEQ ID NO. 1). Rv primer univerzalni komplementarni
sekvence pro vSechny cile je: 5" ACTCGTAGGGAATAAACCGT 3’ (SEQ ID NO. 2).

V seznamu oligonukleotidi jsou sekvence komplementarnich primert oznaceny tu¢nym pismem,
a sekvence TAG podtrzenim. Je rovnéz uveden nazev organismu, pro jehoz detekci je dana dvojice
oligonukleotidil urcena, a cilovy specificky gen.

Detekce Candida albicans (gen lagl):

C. albicans M1 1:
PHO-CCACACGAAAACCCAATTCTCTCACTTCTTACTACCGCG (SEQ ID NO. 3),

C. albicans M2 1:
ACTCGTAGGGAATAAACCGTTATTAGAGAGAAATTGTAGAGATTGTCATCA
TCTTCACTTGGTGTT (SEQ ID NO. 4);

detekce Candida tropicalis (gen ctrg):

C. tropicalis M1 _1:
PHO-AGTGTTTGGCTTGGAGTTACCTCTCACTTCTTACTACCGCG (SEQ 1D
NO. 5),

C. tropicalis M2 1:
ACTCGTAGGGAATAAACCGTTGAGTAAGTTTGTATGTTTAAGTAATGTGT
TGTGTTTTACGCCCAATA (SEQ ID NO. 6);

detekce Kluyveromyces marxianus (gen ura3):

K. marxianus M1 1:
PHO-TGGTAGAGGTCTTTTCGCATCTCACTTCTTACTACCGCG (SEQ ID NO. 7),

K. marxianus M2 1:
ACTCGTAGGGAATAAACCGTGTAAGAGTATTGAAATTAGTAAGAGGTGG
ATCAGACATCATTATTGT (SEQ ID NO. 8);

detekce Candida inconspicua (gen igs):

C. inconspicua M1 _1:
PHO-GGAATTTATTTTCGCGTGGGCTCTCACTTCTTACTACCGCG (SEQ ID NO.
9,

C. inconspicua M2 1:
ACTCGTAGGGAATAAACCGTGTITAGTTATGATGAATATTGTGTATGGA
GATTCACTGGGCGAA (SEQ ID NO. 10);

detekce Pichia kudriavzevii (gen PkZFPI):
P. kudriavzevii M1 1:
PHO-TACCCAGAAGTTGTCAGATTTAGCTCTCACTTCTTACTACCGCG (SEQ ID
NO. 11),

P. kudriavzevii M2 1:
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ACTCGTAGGGAATAAACCGTGTGTGTTATTTGTTTGTAAAGTATATGATG
GCACAAATTGTCTTGC (SEQ ID NO. 12);

detekce Pichia fermentans (gen atp2):

P. fermentans M1 1:
PHO-ACCTGCTTTCGTTGACCAATCCATCTCACTTCTTACTACC GCG (SEQ ID
NO. 13),

P. fermentans M2 1:
ACTCGTAGGGAATAAACCGTAAAGAATTAGTATGATAGATGA
GAAGAGAAGACCAATTCACCAAGACCC (SEQ ID NO. 14);

detekce Yarrowia lipolytica (gen derll):

Y. lipolytica M1 1:
PHO-GACCAGACCTCTGCTTCTGCTCTCACTTCTTACTACCGCG (SEQ ID NO.
15),

Y. lipolytica M2 1:
ACTCGTAGGGAATAAACCGTGATTGATATTTGAATGTTTGTTTG
CGAGTGGCTCACCTACGAGTTT (SEQ ID NO. 16);

detekce Prototheca blaschkeae (gen cytB):

P. blashkeae M1 2:
PHO-GTTATATGCACGCAAATGGAGCATCTCACTTCTTACTACCGCG (SEQ ID
NO. 17),

P. blashkeae M2 2:
ACTCGTAGGGAATAAACCGTTATTAGAGTTTGAGAATAAGTAGT
CGTAGAAGGCGGTTGGTTTTTAC (SEQ ID NO. 18);

detekce Prototheca bovis (zopfii) (gen accD):

P. bovis M1 1:
PHO-GTACGTGTTGGTAGAAGACAAATTCTCACTTCTTACTACCGCG (SEQ ID
NO. 19),

P. bovis M2 1:
ACTCGTAGGGAATAAACCGTAGTAAGTGTTAGATAGTATTGAATTTGAC
GATGATCCTAGTTATGGT (SEQ ID NO. 20);

detekce Prototheca ciferrii (zopfii) (gen atp6):

P. ciferrii. M1 _2:
PHO-AAGTCAAGTCAATAAATACAGATAAATTCTCACTTCTTACTACC GCG
(SEQ ID NO. 21),

P. ciferrii. M2 2:
ACTCGTAGGGAATAAACCGTGTGATTGAATAGTAGATTGTTTAAAAG
AAGCTATAGTCAAACGT (SEQ ID NO. 22);

kde PHO znaci fosfatovou skupinu umoziujici ligaci.
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Sada muze dale obsahovat vnitini amplifikacni kontrolu majici nasledujici sekvence
oligonukleotidt: vnitini amplifikacni kontrola:

IAC_ MI: PHO-ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG
(SEQ ID NO. 23),

IAC_M2:
ACTCGTAGGGAATAAACCGTATTGTGAAAGAAAGAGAAGAAATTTATACACA
CGCAATCACCAC (SEQ ID NO. 24);

kde PHO znaci fosfatovou skupinu umoziujici ligaci.

IAC kontrolni sekvence v plasmidu 5'-3":
CGCTTCCGTCAAACCCCTAAACCGGATGATAGACCTCACCTCCCCGCCCAATACTGA
AATCTCATTAATACGCATACCCCCACTATACACACGCAATCACCACATTAGCACAA
TGAATAATCATCGTACGGGAGAAAACATTCTAAACCC (SEQ ID NO. 25).

Sada oligonukleotidi podle technického feSeni je uréena pro MOL-PCR detekci a identifikaci
zastupct kvasinek a prototék, které jsou vyznamné bud’ z hlediska klinického onemocnéni
(zejména mastitid) nebo maji vliv na technologické vlastnosti mléka. Pomoci navrzenych
specifickych oligonukleotidovych sekvenci 1ze pomoci MOL-PCR simultanné detekovat 7 druhi
kvasinek — Candida albicans, Candida tropicalis, Kluyveromyces marxianus, Candida
inconspicua, Pichia kudriavzevii, Yarrowia lipolytica, Pichia fermentans a 3 druhii prototék —
Prototheca blaschkeae, Prototheca bovis (diive Prototheca zopffii genotyp 2) a Prototheca ciferrii
(dtive Prototheca zopffii genotyp 1). Kvalitativni detekce probiha odec¢tenim fluorescen¢niho
signalu vzorku od negativni kontroly.

Cilové sekvence genti
>XM 712847.1 Candida albicans SC5314 sfingosin N-acyltransferasa (LAGI), ¢ast mRNA

ATGTCATCGTCATCATCTTCACTTGGTGTTCCACACGAAAACCCAATTCGTCATC
GTTCTTCATCTGTTGGTAGAATAGACGTTGGTGACACATCTGCATCTTTATCAACCAT
GCCAACCACGAGGTCTCTGAGAAGAAGATCTATTGCCAGATTGAAAGAATTACAAG
ACAATTCAACTACAGATTCAGCAATTGTTCATAAATTATATGTTGGGTTTAGAGAATT
AACTTATAGACACACTTGGATTATTCCTTTGATTGTTTTACTCATGGCTTTTGGTACAT
ATTATCTTTCATCACCTTCAGGAAAAGTTCATCAAGTATTAGAAGATATGATTATTCC
ATCTTATCATATCCCTGGTACTGATCAATATGGTAAAGGAGGTAACGATTTCAAATTT
GTTGGATTTTATGCTATTTTTTTCACTTTTTTGAGAGAATTCATGATGTGTTGTGTTTT
ACGTCCAATTAGTGTTTGGTTTGGTATTAAAAAAGAAGCCAAACAGAAGAGATTTTT
AGAACAAACTTATGCCATGTTTTATTATGGTATTACTGGTCCATTTGGTTTATGGATT
ATGAGAAGATTACCATTATGGTATTTTAATACCACTCAATTTTATATAAATTATCCAC
ACAAGACTCATGATATTTATTTCAAAATTTATTATCTTGGTCAAGCAGCATTTTGGGT
CCAACAATCAGTAGTTTTAATTTTACAATTGGAAAAACCAAGAAAAGATTTCAAAGA
ATTAGTCTTGCATCATATTATCACTATAGCGTTGATTTGGTGTTCTTATAGATTCCATT
TCACTTGGATGGGATTGGCTGTTTATATTACTATGGATATATCTGATTTCTTTTTGGC
ATTATCGAAAACTTTGAATTATTTGGAATCTCCCATTACCGGTCCATTTTTCGTTATA
TTTATTGGCGTTTGGATTTATTTGAGACATTATATCAATTTACAAATATTATGGTCGG
TTTTAACTGAATTCAGAACCGTTGGTGATTTCGAATTGAATTGGATCACTCAACAATA
TAAATGTTGGATCTCACAGCCAATCACTTTTTTCTTGATTTTTGCCTTACAATTAGTCA
ACTTTTATTGGTTAGTATTGATTTTCAGAATTTTATACAGATATGTTTTCACTGGGGTT
AGTAAAGATGAAAGAAGTGATGATGAAGATGAAGATGAAGATAGTGAAGATTCTGC
TGATGAAAAGAAAAAGGAACAATAG (SEQ ID NO. 26)
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>XM 002546151.1 Candida tropicalis MY A-3404 longevity-assurance protein 1 (CTRG _00979),
¢ast mRNA

ATGACTTCGTCTTCTTCATCACTTGCTCCTCCCCTGGATAAATCCATTCGTCATCGTTC
TTCATCTGTTGGAAGAATTGACGTCGGTGACACAGCATCCCGATCATTTTCAACCAT
GCCAACCACTAGATCTCTGAGAAGAAGGTCTATTGCTAGATTACAGGAATTACAAGA
CAAATCTACTACCGATTCAGCTATTGTACATAAATTAATTGTTGGATTCAGAGAGTTA
ACCTATAGACACACTTGGATTTGGCCATTCATTGTATTATGTGTCATGGTTGGTACTT
ATTTAGTTTCATCACCTACCGGACAAATCCACCAAATCTTGGGAGACATGATAATTC
CATCTTACCATATTCCTGGTACTGACCAATATGCTAAAGGTGCCAATGACTTTAAATT
TGTTGGTTTCTATGCTATTTTCTTTACATTCTTGAGAGAATTCATGATGTGTTGTGTT
TTACGCCCAATAAGTGTTTGGCTTGGAGTTACCAAAGAAGCTAAACAAAAGAGA
TTTTTGGAACAAACCTATGCTATGTTTTATTATGGTATGACCGGTCCATTTGGTTTAT
GGATCATGAGCAGATTACCATTATGGTACTTTGAAACTACCCCATTTTATGAACAT
(SEQ ID NO. 27)

>KX453285.1 Kluyveromyces marxianus kmen IIPE453 gen orotidin-5'-fosfat dekarboxylasy
(Ura3), uplné cds

ATGTCGACTAAGAGTTACTCGGAAAGAGCAGCTGCTCATAGAAGTCCAGTTGCTGCC
AAGCTTTTAAACTTGATGGAAGAGAAGAAGTCAAACTTATGTGCTTCTCTTGATGTT
CGTAAAACAGCAGAGTTGTTAAGATTAGTTGAGGTTTTGGGTCCATATATCTGTCTAT
TGAAGACACATGTAGATATCTTGGAGGATTTCAGCTTTGAGAATACCATTGTGCCGT
TGAAGCAATTAGCAGAGAAACACAAGTTTTTGATATTTGAAGACAGGAAGTTTGCCG
ACATTGGGAACACTGTTAAATTACAATACACGTCTGGTGTATACCGTATCGCCGAAT
GGTCTGATATCACCAATGCACACGGTGTGACTGGTGCGGGCATTGTTGCTGGTTTGA
AGCAAGGTGCCGAGGAAGTTACAAAAGAACCTAGAGGGTTGTTAATGCTTGCCGAG
TTATCGTCCAAGGGGTCTCTAGCGCACGGTGAATACACTCGTGGGACCGTGGAAATT
GCCAAGAGTGATAAGGACTTTGTTATTGGATTTATTGCTCAAAACGATATGGGTGGA
AGAGAAGAGGGCTACGATTGGTTGATCATGACGCCAGGTGTTGGTCTTGATGACAAA
GGTGATGCTTTGGGACAACAATACAGAACTGTGGATGAAGTTGTTGCCGGTGGATC
AGACATCATTATTGTTGGTAGAGGTCTTTTCGCAAAGGGAAGAGATCCTGTAGTG
GAAGGTGAGAGATACAGAAAGGCGGGATGGGACGCTTACTTGAAGAGAGTAGGCA
GATCCGCTTAA (SEQ ID NO. 28)

>AB179649.1 Candida inconspicua DNA, region intergenového spaceru (IGS) 1, kmen:CBS180

GCTTCGGCGCGAAAGTTTGTTCCACAGGTGTGGGAGAGGTTTCGAACGAGCAGGAC

GGCAGTCCTGCGATGTGAGATTTACTGGACTCGAGCAGGGCGTAGTCCTGCGAGTGA
TCCTTTACTGGGCGTGGGAGTTTTTGAGATTTACTGGGCGTGGGAGGATCTCAGATTT
ACTGGGCGTGGAGATCCACTGCTCGAAGGAATTTACGTTCGCGTGGGAAAAGATATT
TTTTGACCCCAAGGGCGGATTACTGGGCGTGGAGATTCACTGGGCGAAGGAATTT

ATTTTCGCGTGGGCCAGGTTTTTTTTTGGTTCGCCAGGAGAGATTTCCTGTGAATAA
AATATTGCTGGGCAAAATTTACTCTGCGCGGGCGAGGTGAAATTTTTGGGCGGTCTG
ACTGGGCGTGGGAAAGCTGCTGGGCGAGGTAATTTTTTTGTTCGAGGGGATTCACTG
GGAAATGCTGCGCGGGGTGGGGAAAAAATTCCTGGGCAAGAAAAA (SEQ ID NO. 29)

>LC510271.1 Pichia kudriavzevii N77-4 PkZFP1 gen pro zinc finger protein, upIné cds

ATGGCTGTGAAATTCACCAACACTTCTTCAAGGGACAGACAGGTGACACCTACTTTG
GATGATGGCACAAATTGTCTTGCTACCCAGAAGTTGTCAGATTTAGCAGCACGG
GCTCATCAAAGTCAATCTAAGCTCTGTGTTAATAATGTTACCCAGAAAGATAGTGAT
GACTCCACATCAAACTTAGAGTTATTTCAAAACCTATCTTCTCCTTGTATAACTTCAG
TTTCAAATTACCAAAGCCGTTTACATGTTAATGAAAGGGAAGATTCATACATTTGTC

ACTATAACAAAGGTTTATATGATCCTAGAATATTGAAAACGGTAGACCCCTCCCAGT
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GTATCTTAGATGGATCAAAAAATAATGTTTTTATGACCGATAAAATGTCCAATTTTTT
TAAAGCAGCAAATTTAAATGAGAAAATATCGATAGTTGATCGTTCATTCTTGTTTGA
TTCAAATTTAAAAAATACACCTGAATTCTACAGTAAACTTGATAACATTGAAATTAC
CAATTCTCAATATTATCAAGAATATCTTTACGATGACCCAATTTATGCTAATACACTT
GAAAATAATAGAAGTTTTGAATCGACAAGCTACGAATTAGATTCTGTGATATCTAAT
TCCAACTCAAGAATACATACTATGGAAGAGGATAATGGGACAATAAACCCTATTTTT
TTCCACCATACTCCCT (SEQ ID NO. 30)

>CP061017.1:294318-294788 Yarrowia lipolytica kmen DSM 3286 chromozom F

TCGAAAAGTCCCCTCGAGTCGACAAGGTCATTGACGTTGGTGTCAAGGCCTCGGAAG
ACAAGACCGCCTACCCCAACATTGCCATTGCTGCTGCTGAGAAGGTGGCCTCCGGCG
AGGCCGACCGAGCCATTCTCATCTGTGGTACCGGTCTTGGTGTCGCCATCTCCGCCA
ACAAGGTGGCCGGTGTTCGAGCCGTGACTGCACATGACTCCTTCTCCGTCGAGCGAT
CCATTCTTTCCAACAACGCCCAGATTCTCTGCATGGGCCAGCGGGTGGTTGGAATCG
AGCTTGCTCGACGTCTGGTGGCCGAGTGGCTCACCTACGAGTTTGACCAGACCTC
TGCTTCTGCCGCCAAGGTTGCCGATATTGAGACCTACGAGAAGAAGCACATTGCTG
CCTAA (SEQ ID NO. 31)

>DQ447215.1 Pichia fermentans gen mitochondrialni F-ATPasy, beta podjednotky (atp2), ¢ast
cds; jaderny gen pro mitochondrialni produkt

GTCAACCTGTTAACGACACTGGTGCTCCAATCTCTGTCCCAGTTGGTAGAGGTACTCT
TGGTAGAATCTTGAACGTCACTGGTGACCCAGTYGATGAAAGAGGTCCTGTCGAMT
GTAAGGAGAGAAGACCAATTCACCAAGACCCACCTGCTTTCGTTGACCAATCCA
CTGAAGCTGAAGTTTTGGAAACCGGTATTAAGGTTGTCGATTTATTAGCACCTTACG
CTAGAGGTGGTAAGATTGGTTTGTTCGGTGGTGCTGGTGTCGGTAAGACCGTTTTCAT
CCAAGAATTGATTAACAATGTTGCTAAGGCCCACGGTGGTTTCTCCGTTTTCACTGGT
GTCGGTGAAAGAACCAGAGAAGGTAACGATTTATACAGAGAAATGAAGGAAACCGG
TGTTATTAACCTTGAAGGTGAATCTAAGGTCGCCCTCGTTTTCGGTCAAATGAACGA
ACCACCAGGAGCAAGAGCTAGAGTTGCTCTTACTGGTTTGACCATTGCTGAATACTT
CAGAGATGAAGAAGGTCAAGATGTCTTGCTTTTCATTGACAACATTTTCAGATTCAC
CCAAGCAGGTTCCGAAGTGTCTGCTTTGTTAGGTAGAATTCCWTCTGCCGTTGGTTA
CCAACCAACCTTAGCAACCGATATGGGTTTGTTACAAGAAAGAATTACCACCACCAA
GAAGGGTTCCGTCACCTCCGTCCAAGCTGTTTACGTCCCAGCTGATGATTTRACTGAC
CCTGCACCAGCAACCACTTTCGCCCACTTGGATGCTACCACCGTCTTGTCTAGAGGT
ATTTCCGAATTAGGTATTTACCCAGCTGTCGATCCATTAGATTCTAAGTCTAGATTAT
TGGATGTCGCTGTTGTCGGTCAAGAACATTATACCGTTGCAACYCAAGTCCAAGAAA
CTTTACAAGCTTACAAGTCCTTACAAGATATCATTGCTATTTTGGGTATGGACGAATT
ATCTGAACAAGATAAGCTTACTGTTGAAAGAGCAAGAAAGATCC (SEQ ID NO. 32)

>MH389245.1 Prototheca blaschkeae, gen cytochromu b, ¢ast cds; mitochondrialni

ACGTAGAAGGCGGTTGGTTTTTACGTTATATGCACGCAAATGGAGCAAGTATGT

TCTTTATTGTTGTATATTCTCATATGTTTAGAGGTTTATATTTTTCAAGTTATTCTAGT

CCACGTGAATTAACATGGATTGCTGGTGTAGCTATTTTATTATTAATGATTATTACTG
CATTCATTGGTTACGTTTTACCTTGGGGTCAAATGAGTTTCTGGGGTGCTACAGTAAT
TACTAGTTTAGCTAGTGCTATTCCTGTAGTTGGTAATAGTATTGTAACTTGGTTATGG

GGAGGTTTCTCTATTGACAATGCGACGTTAAATCGTTTTTTTAGTTTACATTATTTATT
ACCTTTCGTAATTGCAGGTTTATCAATTGTACATATTGCAGCATTACATCAATATGGT
TCAAATAACCCATTAGGTATTAATTCAAAAACGGATAAAATTTCTTTTTATCCTTATT
TTTATGTAAAAGATTTATTCGGATGGAC (SEQ ID NO. 33)
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>MF197536.1:15122-15721 Prototheca zopfii kmen SAG 2021 plastid, plny genom

TTAAAATTTGACGATGATCCTAGTTATGGTGTACGTGTTGGTAGAAGACAAATA
ATGTACCAAAACCAAGAAGGTGCTGTAACTGGACTTGCTTTTATAAATAAAAAACCT
GTTGCTATTGCTATAATGGATTTTAATTATTTAGGTGGTAGTATGGGATCAGTAATTG
GTGAACAAATTACTCGTTTAATTGAACATGCTACAAAAAATGATATTAATTTAATTA
TTTTTTGTGCTTCAGGTGGTGCAAGAATGCAAGAAAGTTCATTAAGTTTAATGCAAA
TGGGTAAAGTATCTGCTGCATTAAATATTTATCAAAAAAAATTAAATCTTTTATATAT
TTCTGTATGTACTTCTCCTACAACAGGTGGAGTTACTGCTAGTTTTGCAATGTTAGGA
GACTTTATTTTTGCGGAACCAGGAGCTATTATCGCTTTTGCCGGAAGAAGAGTTGTTT
CAGAAACATTAAATGAAGAATTTCCAGAAGGATATCAAACTAGTGAATATCTTTTTA
GAAATGGTCAATTAGATGCAATTGTTGATAGATTTCACTTTAAATCAATGGTAAATT
GGGTTTACAAATTTTTCCGTTCAGCTAGA (SEQ ID NO. 34)

>MF197533.1:12877-14160 Prototheca zopfii kmen SAG 2063 mitochondrie, plny genom

GTTATATACTTCTTATATAAAGAAGCTATAGTCAAACGTAAGTCAAGTCAATAAAT
ACAGATAAATATTACTCAATAAAAACTACAAAGTTAGAATTAATGAGAGGATTATG
TTACGAAGTATCAAGACTATATATACAAATAATACTTGAGAAACAGAGAATGAGAA
GTATATAAGAAGTATATACGGAGTATATGAGAGGGGGTAGGCGAAGCCATTGGTAC
AGTTTAATAAATATATAAAAAGTATATGTTATTATTTTATAGTCAAAATTATTTAATT
TAAATAAAACGGATTTTTTTAGTTATTGATTTTTAATTTCATTGTTAGCATAGAGTAA
ACTGTGATTAAAAGTATTAATTTTCTTTTTTATATATGTTTTATTATAAAAACTAAAA
GGTATTGTTAAAGTTAGTTTTAGATAGGGTTTAAGAAAATAATAATTTTAATATTTTT
GTTTGATTAAATAGTTCTAATATATTAGTGTATT (SEQ ID NO. 35)

Objasnéni vykrest

Obr. 1 schematicky znazornuje slozeni jednotlivych specifickych oligonukleotidti: Pho = fosfatova
skupina umoziujici ligaci; ¢erné = specificka ¢ast sekvence pro zachycovany cil; Sed¢ = vazebna
sekvence pro univerzalni forward (Fw) a reverse (Rw=Rv) PCR primery; TAG = sekvence pro
detekei, naptiklad komplementarni k anti-TAGu na mikrosférach.

Priklady uskuteénéni technického fe$eni

Priklad 1 Postup MOL-PCR detekce kvasinek a prototék

Oligonukleotidové sekvence oligonukleotidi pro MOL-PCR popsané vnarokul byly
syntetizovany na zakazku firmou Generi Biotech (Hradec Kralové, Ceska republika).

Prvnim krokem MOL-PCR je ligace, kdy dochazi k hybridizaci jednotlivych specifickych
oligonukleotidii (MOLigo 1 a 2) s cilovou sekvenci a k jejich naslednému enzymatickému spojeni.
Oligonukleotidy pro MOL-PCR (tzv. MOLigo) jsou slozeny ze dvou ¢asti, které je nutno spojit za
pomoci ligace v 1 celek:

Ke 22,5 pl reakéni smési pro ligaci (Tabulka 1), kterda obsahuje ligazu, puft,
specifické oligonukleotidy (jejichz sekvence jsou uvedeny v Podstaté technického feseni), UNG
(uracil N-glykosylazu), IAC plasmid (obsahujici sekvenci vnitini kontroly uvedenou v Podstaté
technického feseni) a vodu se pifida 2,5 ul izolované DNA ze vzorku. Pozitivni kontrola IAC
(interni amplifikac¢ni kontrola) slouzi pro ovéfeni spravnosti prubéhu vSech krokit MOL-PCR.
Soucasti multiplexu je i negativni kontrola, kdy je misto vzorku DNA pfidana do reakce PCR voda.
Ligacni protokol je uveden v Tabulce 2.
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Tabulka 1: SloZeni liga¢ni smési

Slozka Koncentrace 1 reakce (ul)

Hifi Taqg DNA Ligase buffer 10 x 2,5
Hifi Tag DNA Ligase 1x 0,5
C. tropicalis M1 1 (100 uM) 0,0185
C. tropicalis M2 1 (100 uM) 0,0185
C. albicans M1 1 (100 uM) 0,0185
C. albicans M2 1 (100 uM) 0,0185
K. marxianus M1 _1 (100 uM) 0,0185
K. marxianus M2 1 (100 uM) 0,0185
C. inconspicua M1 1 (100 uM) 0,0185
C. inconspicua M2 1 (100 uM) 0,0185
P. kudriavzevii_ M1 1 (100 uM) 0,0185
P. kudriavzevii M2 1 (100 uM) 0,0185
Y. lipolytica M1 1 (100 uM) 0,0185
Y. lipolytica M2 1 (100 uM) 0,0185
P. fermentans M1 1 (100 uM) 0,0185
P. fermentans M2 1 (100 uM) 0,0185
P. bovis M1 1 (100 M) 0,0185
P. bovis M2_1 (100 M) 0,0185
P. ciferrii M1 1 (100 M) 0,0185
P. ciferrii M2 1 (100 M) 0,0185
P. blaschkeae M1 1 (100 uM) 0,0185
P. blaschkeae M2 2 (100 uM) 0,0185
IAC (vakovlk) — M1 (100 M) 0,0185
IAC (vakovlk) — M2 (100 uM) 0,0185
H,O - 18,8
UNG 1 U/ul 0,2
Plasmid IAC 10%/uL - 0,1

Tabulka 2: Ligacni protokol

Ptistroj: T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, California, USA)

1 cyklus Uvodni denaturace 95 °C (10 min)
20 cyklu Denaturace 95°C (305)
Ligace 59 °C (1 min)
Uchovani® 10 °C

2uchovani do dalsiho zpracovani; nutno zpracovat béhem jednoho dne.

Druhym krokem je PCR reakce. PCR reakéni smés (Tabulka 3) obsahuje master mix Luna (NeB,
USA), univerzalni primery (Fw a Rv) a PCR vodu. K 18 pl této smési se nasledné piida 6 pl
liga¢niho produktu a reakce probiha podle PCR protokolu (Tabulka 4).
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Tabulka 3: Slozeni PCR reak¢éni smési

Slozka 1 reakce
Luna® Universal gPCR Master Mix (NeB) 12 pul
Fw primer (uni FW: 5'— CGCGGTAGTAAGAAGTGAGA - 37, (SEQ ID NO. 0,15 pl
36) (10 pmol/ pl)

Rv primer (5'-BODIPY-TMRX-ACTCGTAGGGAATAAACCGT-3", (SEQID 0,6 pl
NO.37) (10 pmol/ pul)

PCR H->O 5,25 ul

Tabulka 4: PCR protokol

Ptistroj: T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, California, USA)

1 cyklus Uvodni denaturace 95 °C (2 min)

40 cykla Denaturace 95°C (155s)
Annealing 60 °C (15 s)
Elongace 72 °C (15 s)
Uchovani® 10 °C

*uchovani do dalsiho zpracovani

Ttetim krokem je hybridizace na magnetické mikrosféry. Hybridiza¢ni smés (Tabulka 5) se sklada
z MES (2-N-morfolinoethansulfonova kyselina), (Sigma-Aldrich, katalogové cislo M2933, pH
4,5), NaCl, TE (Tris/EDTA) pufru (Sigma-Aldrich, katalogové ¢islo T9285, pH 8) a magnetickych
mikrosfér (Luminex, Austin, TX, USA) obsahujici anti-TAGy, které jsou komplementarni
k TAG sekvenci na Moligo sondach a jsou tak podstatné pro diferenciaci cile pfi detekci. Seznam
anti-TAG sekvenci je dostupny od vyrobce (Luminex, Austin, TX, USA) a mikrosféry lze
potdhnout anti-TAGy v laboratoii dle navodu vyrobce (Luminex, Austin, TX, USA). K 5 ul této
smési se pak ptida 10 pl PCR produktu a reakce bézi podle hybridizacniho protokolu (Tabulka 7).
Po skonceni hybridizace se ke kazdému vzorku piida 45 ul analyzac¢niho pufru pH 8 (Tabulka 6).
Vzorky jsou takto pfipraveny pro analyzu pomoci piistroje MagPix.

Tabulka 5: Slozeni hybridizacni smési

Slozka Cil Mikrosféra (anti-TAG) * 1 reakce (ul)
MES (0,1 M) - - 2,50
NaCl (5 M) - - 0,80
TE pufr (1x) - - 1,38
Mikrosféry: C. tropicalis 34 koule (anti-TAG 65) 0,05
C. albicans 61 koule (anti-TAG 61) 0,02
K. marxianus 20 koule (anti-TAG 66) 0,04
C. inconspicua 15_koule (anti-TAG 45) 0,01
P. kudriavzevii 19 koule (anti-TAG 19) 0,03
Y. lipolytica 22 koule (anti-TAG 22) 0,03
P. fermentans 56 koule (anti-TAG 76) 0,03
P. bovis 38 koule (anti-TAG 38) 0,03
P. blaschkeae 33 koule (anti-TAG 33) 0,08
P. ciferrii 46 koule (anti-TAG 46) 0,03
IAC vakovlk 36 koule (anti-TAG 14) 0,02

Hybridiza¢ni sm¢s je stabilni pfi teploté -20 + 4 °C az 12 mésicu.
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* Sekvence (5°-3") pouzitych anti-TAG oligonukleotidi na mikrosférach (reverzni komplement),
amin-substituované na 5 konci:

anti-TAG 65 TACTTAAACATACAAACTTACTCA (SEQ ID NO. 38)
anti-TAG 61 AATCTCTACAATTTCTCTCTAATA (SEQ ID NO. 39)
anti-TAG 66 TCTTACTAATTTCAATACTCTTAC (SEQ ID NO. 40)
anti-TAG 45 TACACAATATTCATCATAACTAAC (SEQ ID NO. 41)
anti-TAG 19 ATACTTTACAAACAAATAACACAC (SEQ ID NO. 42)
anti-TAG 22 CAAACAAACATTCAAATATCAATC (SEQ ID NO. 43)
anti-TAG 76 TCTCATCTATCATACTAATTCTTT (SEQ ID NO. 44)
anti-TAG 38 ATTCAATACTATCTAACACTTACT (SEQ ID NO. 45)
anti-TAG 33 ACTACTTATTCTCAAACTCTAATA (SEQ ID NO. 46)
anti-TAG 46 TTAAACAATCTACTATTCAATCAC (SEQ ID NO. 47)

Protokol pro potahovani kulicek:

Z originalniho baleni mikrosfér se pfenese 400 pl kulicek do Eppendorf LowBind zkumavek
a necha sestat na magnetickém separatoru 1 min. Odstrani se supernatant a resuspenduje se pelet ve
45 pl 0,1 M MES pufru. K takto aktivovanym mikrosféram se pfidd 2 pl 100 puM anti-TAG
sekvence. (Pozn.: Vzdy parovat jeden set kulicek s jednim setem anti-TAG sekvence!). Prida se
2,5 ul EDC o koncentraci 10 mg/ml a ihned se zvortexuje. Dale probéhne inkubace 30 min, poté
se prida opét 2,5 pl EDC o koncentraci 10 mg/ml a opét se inkubuje 30 min. Takto sparované
mikrosféry se promyji 1 ml 0,02% Tween-20. Vlozi se na magneticky separator a po 1 min se
odstrani supernatant. Pelet se rozpusti v 1 m 0,1% SDS a na 1 min se vlozi na magneticky separator.
Po odstranéni supernatantu se pelet resuspenduje v 80 pl TE pufru (pH 8,0). Potazené kulicky se
uchovéavaji v lednici pii 4 °C a v temnu.

Tabulka 6: SloZeni analyza¢niho pufru

Chemikalie Finalni koncentrace Mnozstvi
1 M Tris-Cl 10 mM 2,5ml
0.5M EDTA 0,1mM 50 ul

5 M NaCl 90 mM 4,5 ml
Tween 20 0,02 % 50 pl
H,O 242.9 ml

Tabulka 7: Hybridiza¢ni protokol

Ptistroj: T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, California, USA)

1 cyklus Uvodni denaturace 96 °C (90 s)
1 cyklus Hybridizace 37 C (30 min)
Vyhodnoceni:

Vysledky analyzy jsou vyhodnoceny kvalitativng v ptistroji MagPix (Bio-Plex MAGPIX, Bio-Rad,
Kalifornie, USA). Vzdy je vyhodnocen fluorescencni signal pomoci softwaru xPONENT verze 4.2
pro MAGPIX (Luminex, Austin, TX, USA). Vzorky, které vykazuji fluorescencni intenzitu (MFI)
> 100 a zaroven maji pomer signal: pozadi (signal to noise - SN) > 3 jsou vyhodnoceny jako
pozitivni.

-10 -
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Priklad 2 Specificita oligonukleotidii

Specificita oligonukleotidti byla primarné kontrolovana in silico pomoci online nastroje T-Coffee
pro srovnani vicero sekvenci mezi sebou (https://tcoffee.crg.ecu/apps/tcoffee/do:procoffee) a online
databazi Nucleotide BLAST v databazi NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Tyto sekvence byly podrobeny testim specificity i v laboratornich podminkach. Specificita se
skladala z testt inkluzivity a exkluzivity. Test inkluzivity spocival v ovéteni, Ze navrzené sekvence
byly specifické pro jednotlivé cile. Byla tedy izolovana DNA pomoci kitu Quick-DNA Fecal/Soil
Microbe Microprep kit (Zymo Research, USA), ktera byla pro kazdy druh pouzita v mnozstvi
12,5 ng/reakci a byla déle testovana podle protokolu sepsaného vyse. VSechny navrzené sondy
byly specifické pro dané druhy az na sekvence Prototheca blaschkeae, kterd zachycuje zaroven
1 Prototheca ciferrii. Tyto dva druhy vsSak lze dobie rozlisit na zakladé vysoké specificity
Prototheca ciferrii.

Pro testy exkluzivity byly vybrany dal$i druhy, které se mohou vyskytovat v mléce nebo jsou blizce
fylogeneticky piibuzné, a to z kmene Ascomycota (Candida parapsilosis, Candida
pseudoglaebosa, Debaryomyces hansenii, Magnusiomyces clavatus, Prillingera fragicola,
Rhodotorula mucilaginosa, Wickerhamiella pararugosa, Yamad. mexicana), ze tiidy
Hyphomycetes (Cutaneotrichosporon curvatum, Trichosporon caseorum), z oddéleni Chlorophyta
(Auxenochlorella protothecoides, Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella sorokiniana, Chlorella
vulgaris, Desmodesmus armatus, Euglena longa, Limnospira maxima, Ochromonas danica,
Parachlorella beijerinckii, Parachlorella Kessleri, Pseudochlorella pring, Pseudochloris
wilhelmii, Raphidocelis subcapitata, Scenedesmus armatus, Scenedesmus obligus) akmene
Chordata (Bos taurus). Z téchto druhii byla rovnéz izolovana DNA pomoci kitu Quick-DNA
Fecal/Soil Microbe Microprep kit (Zymo Research, USA), ktera byla pro kazdy druh v mnozstvi
12,5 ng/ reakci dale testovana vyse uvedenym protokolem. Zadna z Moligo sond nezaznamenala
amplifikaci téchto uvedenych druht, tudiz vysledky vykézaly 100% specificitu Moligo sond viici
témto druhim.

Priklad 3 Testovani oligonukleotidit na vzorcich

Technické feseni predklada specifické sekvence vybranych kvasinek a prototék. Tyto sekvence
byly pouzity ve standardnim protokolu pro MOL-PCR, ktery obsahuje systém kontrol
a vyhodnoceni. Funk¢nost specifickych sond byla ovéfena na izolované DNA z riiznych kvasinek
a zelenych tas a na 93 realnych vzorcich ziskanych z mlécnych farem. Vzorky mléka (V = 10 ml)
byly centrifugovanim zpracovany na mlééné pelety. Z mlééné pelety byla izolovana DNA (Quick-
DNA Fecal/Soil Microbe Microprep kit od Zymo Research (USA), ktera byla dale pouzita pro
analyzu pomoci multiplexni PCR s detekci MagPix (viz uvedeny protokol vyse). U téchto vzorkt
byla zjisténa pritomnost kvasinek a prototék ve 13 %. Nejcastéji byla detekovana C. inconspicua,
P. kudriavzevii a K. marxianus. Dale byly detekovany P. blaschkeae, P. bovis ¢i C. albicans.

Prumyslova vyuzitelnost

Metodika byla vyvinuta pro monitoring vyskytu nebakterialnich pivodcii mastitidy (kvasinek
a prototék) a aplikovana pro jejich detekci v matrici mléka dojného skotu. Tuto metodiku vSak
mohou uplatnit i diagnostické laboratoie zabyvajici se zavaznymi kvasinkovymi ¢i prototékovymi
onemocnénimi zvifat i lidi. Metodiku 1ze uplatnit pro siroké spektrum vzorktit DNA pochézejicich
z klinickych a veterinarnich vzorki ¢i z prostiedi. UzZivatelé mohou metodiku vyuZit k posouzeni
nutnosti zavedeni preventivnich a kontrolnich opatteni.

-11-
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NAROKY NA OCHRANU

1. Sada oligonukleotidii pro detekci kvasinek a prototék ve vzorcich potravin €i vzorcich
odebranych z téla zvifat, vyznacujici se tim, ze obsahuje oligonukleotidy:

C. albicans M1 _1:

PHO-CCACACGAAAACCCAATTCTCTCACTTCTTACTACCGCG (SEQ ID NO. 3),
C. albicans M2 1:

ACTCGTAGGGAATAAACCGT

TATTAGAGAGAAATTGTAGAGATTGTCATCA TCTTCACTTGGTGTT (SEQ ID NO. 4);

C. tropicalis M1 _1:

PHO-AGTGTTTGGCTTGGAGTTACCTCTCACTTCTTACTACCGCG (SEQ ID NO. 5),
C. tropicalis M2 _1:

ACTCGTAGGGAATAAACCGT

TGAGTAAGTTTGTATGTTTAAGTAATGTGT TGTGTTTTACGCCCAATA (SEQ ID NO. 6);
K. marxianus M1 1:

PHO-TGGTAGAGGTCTTTTCGCATCTCACTTCTTACTACCGCG (SEQID NO. 7),
K. marxianus M2 1:

ACTCGTAGGGAATAAACCGT

GTAAGAGTATTGAAATTAGTAAGAGGTGG ATCAGACATCATTATTGT (SEQ ID NO. 8);
C. inconspicua_ M1 _1:
PHO-GGAATTTATTTTCGCGTGGGCTCTCACTTCTTACTACCGCG (SEQ ID NO. 9),
C. inconspicua M2 _1:

ACTCGTAGGGAATAAACCGT

GTTAGTTATGATGAATATTGTGTATGGA GATTCACTGGGCGAA (SEQ ID NO. 10);

P. kudriavzevii M1 _1:

PHO-

TACCCAGAAGTTGTCAGATTTAGCTCTCACTTCTTACTACCGCG (SEQID NO. 11),
P. kudriavzevii M2 1:

ACTCGTAGGGAATAAACCGT

GTGTGTTATTTGTTTGTAAAGTATATGATG GCACAAATTGTCTTGC (SEQ ID NO. 12);

P. fermentans M1 1:

PHO-

ACCTGCTTTCGTTGACCAATCCATCTCACTTCTTACTACC GCG (SEQIDNO. 13),
P. fermentans M2 1:

ACTCGTAGGGAATAAACCGT

AAAGAATTAGTATGATAGATGA - GAAGAGAAGACCAATTCACCAAGACCC (SEQIDN
0. 14);

Y. lipolytica M1 1:

PHO-GACCAGACCTCTGCTTCTGCTCTCACTTCTTACTACCGCG (SEQ ID NO. 15),
Y. lipolytica M2 1:

ACTCGTAGGGAATAAACCGT

GATTGATATTTGAATGTTTGTTTG _CGAGTGGCTCACCTACGAGTTT (SEQ ID NO. 16);
P. blashkeae M1 2:

PHO-

GTTATATGCACGCAAATGGAGCATCTCACTTCTTACTACCGCG (SEQ ID NO. 17),
P. blashkeae M2 2:

ACTCGTAGGGAATAAACCGT

TATTAGAGTTTGAGAATAAGTAGT CGTAGAAGGCGGTTGGTTTTTAC (SEQ ID NO. 18
)i

P. bovis M1 _1:

PHO-

GTACGTGTTGGTAGAAGACAAATTCTCACTTCTTACTACCGCG (SEQ ID NO. 19),
P. bovis M2 1:

ACTCGTAGGGAATAAACCGT

AGTAAGTGTTAGATAGTATTGAATTTGAC GATGATCCTAGTTATGGT (SEQ ID NO. 20);

-12 -
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P. ciferrii. M1 _2:

PHO-

AAGTCAAGTCAATAAATACAGATAAATTCTCACTTCTTACTACC GCG (SEQ ID NO.
21),

P. ciferrii. M2 2:

ACTCGTAGGGAATAAACCGT

GTGATTGAATAGTAGATTGTTTAAAAG AAGCTATAGTCAAACGT (SEQ ID NO. 22);

kde PHO znaci fosfatovou skupinu umoziujici ligaci.

2. Sada podle naroku 1, vyznacujici se tim, zZe dale obsahuje oligonukleotidy vnitini amplifikacni
kontroly:

IAC_M1: PHO-

ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG (SEQ ID NO. 23),
IAC M2:

ACTCGTAGGGAATAAACCGT

ATTGTGAAAGAAAGAGAAGAAATTTATACACA CGCAATCACCAC (SEQ ID NO. 24)

a plasmid vnitini amplifika¢ni kontroly obsahujici sekvenci:
CGCTTCCGTCAAACCCCTAAACCGGATGATAGACCTCACCTCCCCGCCCAATACTGAA
ATCTCATTAATACGCATACCCCCACTATACACACGCAATCACCACATTAGCACAAT
GAATAATCATCGTACGGGAGAAAACATTCTAAACCC (SEQ ID NO. 25).

1 vykres

-13 -
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