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1. Uvod

Streptococcus suis je vyznamny zoonoticky patogen, ktery je plivodcem zavaznych infekcnich
onemocnéni prasat a také lidi. Hlavnimi hostiteli S. suis jsou prasata (prase domaci). V soucasné dobé
se infekce S. suis vyskytuji v chovech prasat na celém svété a jsou odpovédné za vznik zavaznych
onemocnéni, ¢asto koncicich dhynem, zejména u selat po odstavu, s negativhim dopadem na
ekonomickou situaci. S. suis byl izolovan také z klinickych vzork( jinych druh( zvirat (koné, zebry, psi,
kocky, papousci, kachny), a také clovéka. Patogenni kmeny S. suis u prasat zpUsobuji onemocnéni,
jehoz klinicky obraz charakterizuji meningitidy, artritidy, endokarditidy, polyserozitidy nebo septikemie
u selat i prasat ve vykrmu. Kmeny, které jsou izolovany z mozku, srdce nebo kloubd, jsou povaZzovany
za primarni patogeny. Nékteré kmeny jsou pouze oportunistickymi patogeny, samy onemocnéni
nezplisobi, ale podili se na koinfekcich s jinymi bakteridlnimi nebo virovymi patogeny. Nékteré kmeny
jsou vyloZzené komensalni a jsou tedy béZné pfitomny v hornich cestdch dychacich prasat. V diagnostice
onemocnéni je proto potreba brat v Uvahu, Ze ne vSechny izolaty S. suis z klinickych vzork( nemocnych
zvitat jsou plivodcem onemocnéni a je potieba je dobre charakterizovat, typizovat.

Kmeny S. suis nejsou antigenné jednotné. Na zakladé odlisnosti kapsularnich polysacharid( (CPS) bylo
postupné popsano 35 rdznych sérotypt (1-34 a 1/2), avSak na zakladé jejich genomové analyzy byly
nékteré sérotypy prefazené kjinym bakteridlnim druhlm. BéZnymi metodami v diagnostickych
laboratofich bylo doposud rozliSovano tedy 29 sérotypu S. suis, velka ¢ast izolatd vsak zlstavala
netypizovatelnd, tzn. nepattila k zZddnému dosud zndmému sérotypu.

Za zlaty standard pro urceni sérotypu jsou stdle povazovdany sérologické metody — aglutinacni nebo
koaglutinacni test s vyuzitim sérotypové-specifickych antisér. Nevyhodou této metody je cCasova
narocnost, pracnost a predevsim nutnost vyuZiti Zivych laboratornich zvifat k produkci protilatek. Pro
snadnéjsi a rychlejsi odliseni jednotlivych sérotyp S. suis byly postupem ¢asu vypracovany PCR metody
zaloZené na detekovani genl kodujicich produkci CPS jednotlivych sérotypu.

Informace o sérotypu je velmi dlleZitd z epidemiologického hlediska, nebot nékteré sérotypy maji
schopnost zplsobovat zavaznéjsi onemocnéni (sérotyp 7) a jen nékteré sérotypy mohou zpusobit
onemocnéni lidi (pfedevsim sérotyp 2 a v mensi mire pak sérotyp 14). Vyskyt sérotypl muze byt odlisny
u rdznych chovl a lisi se také v riznych geografickych oblastech, coz také zplisobuje problémy pfi vyvoji
ucinné komercni vakciny.

Podle nasich predchozich studii je zhruba 20% izolatd, ziskanych z klinickych vzorkli nemocnych nebo
uhynulych prasat, stavajicimi sérotypizacnimi metodami netypizovatelnych. Nas funkcni vzorek
umoznuje rozsireni sérotypizace o dalsi, nové, sérotypy.

2. Cil funkéniho vzorku

Cilem funkéniho vzorku je rozsiteni metody sérotypizace identifikovanim sekvenci DNA specifickych
pro nové sérotypy a sestavenim reakcnich smési pro detekci novych sérotypl S. suis pomoci
multiplexnich PCR, vedouci k rozsifeni diagnostickych moZnosti u S. suis a zpfesnéni diagnostiky.

3. Vlastni popis funkéniho vzorku

Pomoci celogenomového sekvenovani jsme identifikovali specifické sekvence DNA v lokusu, ktery je
zodpovédny za tvorbu kapsuly. S vyuZitim téchto specifickych sekvenci jsme navrhli vhodné primery a
sestavili reakéni smési pro multiplexni PCR, diky kterym je moZné detekovat 18 novych sérotypl S. suis



ve Ctyfech reakcich. Detekéni set tedy sestava ze Ctyf smési pro provedeni 4 multiplexnich PCR (mPCR)
reakci. Sekvence navrZzenych primer( a velikost PCR produktl jsou uvedeny v tabulce 1.

3.1. Slozeni
Smés pro mPCR 1:

Slozeni (mnoZstvi na 1 vzorek):

Plain PP Master Mix (Top-Bio, s.r.0., Vestec, Ceska republika)........... 10 pl
Primer NKOO1F (100pmol/ul)................. 0,1 pul
Primer NKOOIR (100pmol/ul)................. 0,1 pul
Primer NKO18F-skA (100pmol/ul)............ 0,1 ul
Primer NKO18R-skA (100pmol/ul)............ 0,1 pl
Primer NKO31F-skB (100pmol/ul)............ 0,1 pul
Primer NKO31R-skB (100pmol/ul)............ 0,1 pul
Primer NK236F-skC (100pmol/ul)............ 0,1 pul
Primer NK236R-skC (100pmol/ul)............ 0,1 pul
Primer NK229F-skD (100pmol/ul)............ 0,1 ul
Primer NK229R-skD (100pmol/ul)............ 0,1 ul
RNasa free H20 ............. 7 ul

testovand DNA ........... 2 ul

Smés pro mPCR 2:

Slozeni (mnoZstvi na 1 vzorek):

Plain PP Master Mix (Top-Bio, s.r.o., Vestec, Ceska republika)........... 10 pl
Primer NKO14F (100pmol/ul)................. 0,1 pul
Primer NKO14R (100pmol/ul)................. 0,1 pul
Primer NKO98F (100pmol/ul)................. 0,1 pul
Primer NKO98R (100pmol/ul)................. 0,1 pul
Primer NK219F-skE (100pmol/pl)............ 0,1 pl
Primer NK219R-skE (100pmol/ul)............ 0,1 ul
Primer NK235F (100pmol/ul)................. 0,1 pul
Primer NK235R (100pmol/pl)................. 0,1 pul
Primer NK238F (100pmol/ul)................. 0,1 pul
Primer NK238R (100pmol/pl)................. 0,1 pul
RNasa free H20 ............. 7 ul

testovanda DNA ........... 2 ul

Smés pro mPCR 3:

SloZeni (mnoZstvi na 1 vzorek):

Plain PP Master Mix (Top-Bio, s.r.o., Vestec, Ceska republika)........... 10 pl
Primer NKO71F (100pmol/ul)............ 0,1 pul
Primer NKO71R (100pmol/ul)............ 0,1 pul
Primer NKO83F (100pmol/ul)............ 0,1 pul
Primer NKO83R (100pmol/ul)............ 0,1 pul
Primer NK241F (100pmol/ul)............ 0,1 pul
Primer NK241R (100pmol/ul)............ 0,1 pul



Primer NK242F (100pmol/ul)............ 0,1 pul
Primer NK242R (100pmol/ul)............ 0,1 pul
Primer NK243F (100pmol/ul)............ 0,1 pul
Primer NK243R (100pmol/ul)............ 0,1 pul
RNasa free H20 ............. 7 ul

testovand DNA ........... 2 ul

Smés pro mPCR 4:

Slozeni (mnoZstvi na 1 vzorek):

Plain PP Master Mix (Top-Bio, s.r.0., Vestec, Ceska republika)........... 10 pl
Primer NKO28F (100pmol/ul)............ 0,1 pul
Primer NKO028R (100pmol/ul)............ 0,1 pul
Primer NKO84F (100pmol/ul)............ 0,1 pul
Primer NK084R (100pmol/ul)............ 0,1 pul
Primer NK247F (100pmol/ul)............ 0,1 pul
Primer NK247R (100pmol/ul)............ 0,1 pul

RNasa free H20 ............. 7,4 ul
testovand DNA ........... 2 ul

Tabulka 1. Primery specifické pro priikaz novych sérotyp Streptococcus suis

mPCR 1

Kontrola (C. izolatu) Gen ID primeru Sekvence primeru (5= 3°) Velikost PCR produktu (bp)

NK0O1 cps| NKOO1F TCTATTGGAGGAGACTGGGGTTG )36
NKOO1R CCTCATTGCATAGGAAGCGTTCA

skupina A (NK018) cps) NKO18F-skA CCTTGCTTTTGACAGGGAGATCG 403
NKO18R-skA CCAAACTGCCCGATTAGACTTGG

skupina B (NK093) cpsk NKO093F-skB TCATCGTCAAAGAAAGATGCCAGA 248
NKO93R-skB TTCCACTCTCGTTTGTTGATGCT
NK236F-skC ACAGCCTCCACTACTTTGCTACT

skupina C (NK236)  cpsK > 106
NK236R-skC GTTATGCTGTTGCCTATCCTGACG

. NK229F-skD GGGCTCTCTCACGCATTTTTACA

skupina D (NK229) cpsP 189
NK229R-skD TGGTTCAGGCTATGATTACGGGG

mPCR 2

Kontrola (C. izolatu) Gen ID primeru Sekvence primeru (5= 3°) Velikost PCR produktu (bp)

NKO14 cpsO NKO14F CGCTCCACCTTATCTTTTCCTCC 366
NKO14R ACGAGAGCCCTCTGATTATTTGC

NK09S cpsk NKO98F CGGAAATACCACCAATAGCAGCC 366
NKO98R TTTGAAGGGAAGCGAGGACTGTA
NK219F-skE CCCCTGGTCATTAGTTCAAGGTCT

skupina E (NK219) cpsQ > 290
NK219R-skE. GAGTAAACCAAGGCACCCAAACA

NK235 cpsM NK235F AGGAGCCATCACCTGTTTCTGTAT 549
NK235R ATTATGTGGGCATTGGGCTTTCA
NK238F TTGAAAGGGTTTGTTGTCTTCCCA

NK238 cpsN 212
NK238R AGGGTGATTTGCTTTACTGCTTCC




mPCR 3

Kontrola (C. izolatu) Gen ID primeru  Sekvence primeru (5= 3°) Velikost PCR produktu (bp)
NKO71 cps) NKO71F TAGCGTCTGCTGCTTTTGTTGAC 287
NKO71R GATGCGGGAGATTTGGAAGTTGG
NKOS3 cps NKO83F TGACCGGCAAAACACCATTGATA 344
NKO83R TGGCGACATATAACGGTGAAAGAT
NK241 cps NK241F AGTGCCTGTGTCATCGGAGAG 269
NK241R GAAAGAGGTTACAAGGTCACGGTT
NK242 cpsL NK242F TCGAGTAGCGTGAGTGCAAATGA 168
NK242R CGAAAGAGTTTTGTTGCTCCGAC
NK243F TCGTAGCATTGATTGGAAGATTGCG
NK243 cpsM 114
NK243R GTAAACCAAAACCACAAGCGACC
mPCR 4
Kontrola (C. izolatu) Gen ID primeru Sekvence primeru (5= 3°) Velikost PCR produktu (bp)
NKO28 cpsO NKO28F GGCGGGACTTATAGTGTTGGGAT 397
NKO28R CATTTACTACCGCAGCAGTCACC
NKOS4 cps NKO84F CGAAATGGAGGGGCTACTGTGTAT 634
NKO84R AGGCAAAAGAAATACATCCATCGCA
NK247F CTTTAAGGGAGTGACGAAGTGGC
NK247 cpsl 298

NK247R TACCGTCGAAGGAAACAGTGAGT

3.2. Reakéni podminky

Amplifika¢ni podminky byly nastaveny s pfihlédnutim na Tm (melting temperature) pouZitych primer(
a na velikost PCR produktd. Poc¢ateéni denaturace pii 95 °C po dobu 2 minut, po které nasleduje 29
cyklG denaturace pfi 94 °C po dobu 15 s, annealing pfi 60 °C po dobu 30 s, extenze pti 72 °C po dobu
30 sa konecné prodlouZeni pfi 72 °C po dobu 10 minut. Produkty amplifikace byly detekovany
standardni gelovou elektroforézou ve 2% agardézovém gelu obarveném ethidium bromidem a PCR
produkty byly vizualizovany pod ultrafialovym svétlem. Kazda gelova elektroforéza zahrnovala marker
(PCRBio ladder IV., PCR Biosystems Ltd., London, UK).

4. Srovnani novosti postupu

Dosud bylo popsano 29 sérotypu S. suis, diagnostické laboratofe vysSetfovaly jen tyto znamé sérotypy.
Diky nasemu funkénimu vzorku je mozné identifikovat dalSich 18 novych dosud nepopsanych sérotypd,
a to ve ¢tyrech multiplexnich PCR reakcich.

5. Uplatnéni funkéniho vzorku

Diagnosticky set umozZiuje rozsifit a zpresnit diagnostiku infekci S. suis, umoznuje identifikaci novych
sérotypl S. suis. Rozsifuje moznost typizace kmend, které se vyskytuji v chovech prasat. Identifikace
novych sérotypld umozni vyhodnotit jejich virulenci. BlizSi charakterizace izolatl je tak dulezita pro
odhadnuti virulence kmene a vyhodnoceni dalSich postupt pti 1é¢bé a zavadéni opatieni proti Sifeni
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infekce. Uréovani a znalost sérotyp izolatl, které se vyskytuji v chovech, mlize vyznamné pomoci pfi
vyvoji ucinné vakciny proti tomuto infekénimu onemocnéni. Funkéni vzorek ma také vyznam pfi
sledovani epizootologické situace v chovech. Funkéni vzorek vyuzZiji zejména diagnostické laboratofe a
poradenské firmy.

6. Ekonomické aspekty

Funkéni vzorek ma primy ekonomicky prinos pro diagnostické laboratore, protoZze mohou ve svych
sluzbach nabidnout identifikaci dalsich 18 sérotyp S. suis, které se vyskytuji v chovech prasat v CR.
Ekonomicky pfinos pro laboratofe bude predstavovat zisk z provedenych vysetreni. Vysledky vysetieni
mohou pak pomoci pfi zacileni [éCby a pfi zavadéni preventivnich opatreni, v kone¢ném dlsledku se
uzZivatelm vysledkd vysetteni, tedy chovatelim, snizi ekonomické naklady na lé¢bu a prevenci
onemocnéni v chovu a zvysi se trzby za prodej zdravotné nezdvadného kvalitniho masa. Chovatel tak
mUze usetfit desitky tisic korun ro¢né.



Pfiloha 1

Doklad o testovani funkéniho vzorku (ovéfeni vliastnosti)

Funkéni vzorek byl testovan na izoldtech S. suis, ziskanych z chov( prasat v CR. Tyto izolaty byly
podrobeny celogenomovému sekvenovani a byl u nich identifikovan cps lokus, kde je kédovana tvorba
specifického kapsuldrniho polysacharidu, ktery ma byt zachycen nasim diagnostickym setem.

Testovani funkénosti diagnostického setu

U vSech 4 reakci byl pouzit nasledujici PCR program:

Go to 2); 29x

NSO R =

1) Testovani smési pro mPCR 1:

94°C 15s denaturace
60°C 30s annealing
72°C 30s extenze

95°C 2 min inicialni denaturace

72°C 10 min finalni extenze

10°C zchlazeni a udrZeni teploty

Testované izolaty: NKOO1, skupina A (NK018, NK031), skupina B (NK093, NK121), skupina C (NK157,
NK236), skupina D (NK229, NK233)

Primery pouzité v mPCR 1:

Velikost PCR produktu

Kontrola (C. izolatu) Gen ID primeru Sekvence primeru (5= 3') (bp)

NKOO1 cps NKOO1F TCTATTGGAGGAGACTGGGGTTG 236
NKOO1R CCTCATTGCATAGGAAGCGTTCA
NKO18F-skA CCTTGCTTTTGACAGGGAGATCG

skupina A (NKO18)  cps) > 403
NKO18R-skA CCAAACTGCCCGATTAGACTTGG
NKO93F-skB TCATCGTCAAAGAAAGATGCCAGA

skupina B (NK093)  cpsK > 748
NKO93R-skB TTCCACTCTCGTTTGTTGATGCT
NK236F-skC ACAGCCTCCACTACTTTGCTACT

skupina C (NK236)  cpsK > 106
NK236R-skC GTTATGCTGTTGCCTATCCTGACG

. NK229F-skD GGGCTCTCTCACGCATTTTTACA

skupina D (NK229)  cpsP 189

NK229R-skD TGGTTCAGGCTATGATTACGGGG




Vysledky:

M 1 2 3

mPCR 1: M — 100 bp DNA marker; 1 — izolat NK0O1 (236 bp); 2 - izolat NKO18 (403 bp); 3 - izolat NK031
(403 bp); 4 - izolat NK093 (748 bp); 5 - izolat NK121 (748 bp); 6 - izolat NK157 (106 bp); 7 - izolat NK236
(106 bp); 8 - izolat NK229 (189 bp); 9 - izolat NK233 (189 bp)

2) Testovani smési pro mPCR 2:

Testované izolaty: NKO14, NK098, skupina E (NKOO6, NK219), NK235, NK238

Primery pouZité v mPCR 2:

Kontrola (C. izolatu) Gen ID primeru Sekvence primeru (5= 3°) Velikost PCR produktu (bp)

NKO14 cpsO NKO14F CGCTCCACCTTATCTTTTCCTCC 366
NKO14R ACGAGAGCCCTCTGATTATTTGC

NK09S cpsK NKO98F CGGAAATACCACCAATAGCAGCC 366
NKO98R TTTGAAGGGAAGCGAGGACTGTA
NK219F-skE CCCCTGGTCATTAGTTCAAGGTCT

skupina E (NK219)  cpsQ > 290
NK219R-skE. GAGTAAACCAAGGCACCCAAACA

NK235 cpsM NK235F AGGAGCCATCACCTGTTTCTGTAT 549
NK235R ATTATGTGGGCATTGGGCTTTCA
NK238F TTGAAAGGGTTTGTTGTCTTCCCA

NK238 cpsN 212
NK238R AGGGTGATTTGCTTTACTGCTTCC




Vysledky:

MiEE] 2R SR RE S

mPCR 2: M — 100 bp DNA marker; 1 — izolat NKO14 (366 bp); 2 - izolat NKO98 (866 bp); 3 - izolat NKO06
(290 bp); 4 - izolat NK219 (290 bp); 5 - izolat NK235 (549 bp); 6 - izolat NK238 (212 bp)

3) Testovani smési pro mPCR 3:
Testované izolaty: NKO71, NKO83, NK241, NK242, NK243

Primery pouzité v mPCR 3:

Kontrola (C. izolatu) Gen ID primeru Sekvence primeru (5= 3°) Velikost PCR produktu (bp)
NKO71F TAGCGTCTGCTGCTTTTGTTGAC

NKO71 cps) 787
NKO71R GATGCGGGAGATTTGGAAGTTGG

NKOS3 cpsl NKO83F TGACCGGCAAAACACCATTGATA 344
NKO83R TGGCGACATATAACGGTGAAAGAT

NK241 cpsl NK241F AGTGCCTGTGTCATCGGAGAG 269
NK241R GAAAGAGGTTACAAGGTCACGGTT

NK242 cpsl NK242F TCGAGTAGCGTGAGTGCAAATGA 168
NK242R CGAAAGAGTTTTGTTGCTCCGAC
NK243F TCGTAGCATTGATTGGAAGATTGCG

NK243 cpsM 114
NK243R GTAAACCAAAACCACAAGCGACC

Vysledky:

e e P R L

[RS—

mPCR 3: M — 100 bp DNA marker; 1 —izolat NKO71 (787 bp); 2 - izolat NKO83 (344 bp); 3 - izolat NK241

(269 bp); 4 - izolat NK242 (168 bp); 5 - izolat NK243 (114 bp)
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4) Testovani smési pro mPCR 4:
Testované izolaty: NK028, NK0O84, NK247

Primery pouzité v mPCR4:

Kontrola (C. izolatu) Gen ID primeru Sekvence primeru (5= 3°) Velikost PCR produktu (bp)

NKO28 cpsO NKO28F GGCGGGACTTATAGTGTTGGGAT 397
NKO28R CATTTACTACCGCAGCAGTCACC

NKOS4 cpsl NKO84F CGAAATGGAGGGGCTACTGTGTAT 634
NKO84R AGGCAAAAGAAATACATCCATCGCA
NK247F CTTTAAGGGAGTGACGAAGTGGC

NK247 cpsl 298
NK247R TACCGTCGAAGGAAACAGTGAGT

Vysledky:
M 1 Py e

Vot

e -—

—

-

e

mPCR 3: M — 100 bp DNA marker; 1 —izolat NK028 (397 bp); 2 - izolat NK084 (684 bp); 3 - izolat NK247

(298 bp)

Zavér: U vsech testovanych izolata S. suis vznikl PCR produkt ocekavané velikosti.
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