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Abstrakt

Diplomova prace na téma ,,Molekularni detekce stfevnich paraziti u laboratornich
hlodavci“ se zaméfuje na problematiku molekularni detekce pomoci real-time PCR
u laboratornich hlodavca s vyuzitim primert pro TagMan real-time PCR. Navrzené
primery byly verifikovany na 22 vzorcich bukalnich stérii, biopsii ze stfevni tkané
a exkrementd. Specificita byla ovéfena na 9 pfibuznych stfevnich parazitech. Také
bylo provedeno stanoveni detekCnich limitd reakénich smési. Detekéni limit
proreakéni smés pro Spironucleus muris byl stanoven na 3,3x10° ng/ul,
pro Tritrichomonas muris na 9,4x108 ng/ul a pro Giardia muris na 1,66x10 ng/pl.
Mezi laboratornimi hlodavci existuje mnoho onemocnéni a pfitomnost pavodct
téchto onemocnéni je potfeba detekovat. Mezi nejcitlivéjsi detekéni metody patii
pravé molekularni detekce. V dnesni dobé je stale k dispozici pouze malo
navrzenych eseji pro detekci stfevnich parazit, mezi které se tadi naptiklad
Spironucleus muris, Tritrichomonas muris av neposledni tadé Giardia muris.
Potieba detekovat tyto parazity vzrostla v dusledku stoupajici poptavky po SPF
(specified-pathogen free) laboratornich hlodavcich pro experimentalni potieby. Casto
se vyuzivaji jako indikator selhani mikroizola¢ni techniky. Stfevni paraziti mohou
také zpusobovat velmi nepfijemna onemocnéni, které je potieba 1éCit. Cile prace byly
splnény. Optimalizované metody jsou vhodné pro pouziti k detekci Spironucleus
muris, Tritrichomonas muris a Giardia muris. Vysledky diplomové prace mohou

slouzit jako informacni zdroj a mohou byt vyuzity k dal§im vyzkumnym acéelam.

Klicova slova: Molekularni detekce; Real-time PCR; TagMan; Stfevni paraziti



Abstract

The master's thesis ,,Molecular detection of intestinal parasites in laboratory rodents*
focuses on the issue of molecular detection by real-time PCR in laboratory rodents
using primers for TagMan real-time PCR. The designed primers were verified
on 22 samples of buccal swabs, biopsies from intestinal tissue, and excrement.
Specificity was verified on 9 related intestinal parasites. The detection limits
of the reaction mixtures were also determined. The detection limit of the reaction
mixture for Spironucleus muris was set at 3.3x10° ng/ul, for Tritrichomonas muris
at 9.4x10°8 ng/ul and for Giardia muris at 1.66x10° ng/ul. Many disease agents exist
among laboratory rodents. The presence of these agents needs to be detected.
Molecular detection is one of the most sensitive detection methods. Nowadays, only
a few designed essays are available for detection of intestinal parasites, which
include Spironucleus muris, Tritrichomonas muris and, last but not least, Giardia
muris. The necessity to detect these parasites has increased due to the demand
for SPF (specified-pathogen free) laboratory rodents for experimental purposes.
The intestinal parasites are often used as an indicator of the failure of micro-isolation
technology. Also, intestinal parasites can cause very unpleasant diseases that need
to be treated. The aims has been met. The optimized methods are suitable for use
in the detection of Spironucleus muris, Tritrichomonas muris and Giardia muris.
The results of the thesis can serve as an information source and can be used for other

investigative purposes.
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Uvod

Stfevni parazité laboratornich hlodavell dokazou zplsobit velmi nepfijemna
onemocnéni jako je spironukledza zptisobena prvokem Spironucleus muris, giardidoza
zpusobena prvokem Giardia muris a trichomoniaza zpusobena prvokem
Tritrichomonas muris 1 dal§imi z fadu Trichomonadida. Vybrani stfevni parazité
(S. muris, T. muris a G. muris) se fadi mezi eukaryotické jednobunécné bicikaté
prvoky. Jednim z klinickych projevi téchto onemocnéni je prijem, ktery mize vést
az k dehydrataci, rozvraceni vnitiniho prostfedi a mlze zpusobit az thyn
laboratornich hlodavcti. Mezi zkoumané laboratorni hlodavce patfi mysi, krysy
a kteCci. Pravé pro nasazeni vhodné 1éCby je potieba spravna a vCasna detekce
stfevnich paraziti. Duilezité je také odliseni od pfibuznych druhi, jelikoz se muze
u jednotlivych druha 1écba vyrazné lisit.

Mikroskopie a sérologie nepatii mezi nejvhodné€jsi metody k detekci stievnich
parazitd. Mikroskopicka detekce paraziti navic vyZaduje velice zkuseného laboranta
a nejednd se o moc citlivou metodu. Sérologické metody byly a stale jsou velice
vyuzivané k detekci stfevnich paraziti, ovSem neni to tak citliva metoda a obcas
dochazi k faleSné pozitivité. Metoda real-time PCR (polymerazova fetézova reakce)
je v dnesni dobé hojné€ vyuzivanou metodou pro detekci mnoha patogend. Real-time
PCR je modifikaci PCR, ktera vyuziva specialni termocycler, ktery zaznamenava
prubéh reakce po kazdém cyklu. Od toho je odvozen nazev real-time PCR, tedy
monitorovani amplifikace v realném case. Od klasické PCR se li§i hlavné v moznosti
kvantifikace amplifikované DNA. NejcCastéj§i vyuziti této modifikace PCR je
kvantifikace genové exprese, potravinaistvi, detekce GMO (tj. geneticky
modifikovaného organismu) a medicinska diagnostika. Pod medicinskou diagnostiku
spada praveé detekce infekcnich nemoci a rakovinovych bunék.

Hlavnim cilem této diplomové prace je optimalizace metody real-time PCR,
nalezeni specifickych primerd a sond pro detekci stfevnich parazitd, kterymi jsou
Spironucleus muris, Tritrichomonas muris a Giardia muris. Dal§imi cili jsou
verifikace na vzorcich bukalnich stér(, biopsii ze stfevni tkané a exkrementd,
stanoveni specificity real-time PCR a stanoveni detek¢nich limiti. Poslednim cilem
je porovnani vhodnosti jednotlivych typt biologickych materiald k analyze metodou

real-time PCR.




Po optimalizaci bude mozné metody wvyuzit pro detekci tfi stfevnich

parazith — S. muris, T. muris a G. muris.




1 Paraziti (Spironucleus muris, Tritrichomonas muris
a Giardia muris)

1.1 Klasifikace

Spironucleus muris je eukaryoticky organismus. Jedna se o bicikatého prvoka z fise
Excavata, kmene Metamonada, z tadu Diplomonadida, z rodu Hexamitidae.
Zpusobuje onemocnéni zvané spironukledoza. Kromé€ S. muris existuji napf.
S. barkhanus, S. columbae, S. meleagridis, S. salmonicida a S. salmonis. S. muris byl
dfive oznacovan jako Hexamita muris. V poloviné 80. let 20. stoleti byly provedeny
pruzkumy, které ukazaly, Ze mira prevalence mezi domacimi mysimi kmeny presahla
60 % (Fox et al., 2002; Burr et al., 2012; Greaves, 2012; Whary et al., 2015; Voros
etal., 2021). Tato prevalence byla vyssi nez prevalence zjisténa u volné zijicich
hlodavcl v jiné studii. Nizsi senzitivita dfive pouzivanych diagnostickych technik
mohla podhodnocovat skutecnou prevalenci. Soucasna prevalence S. muris stale neni
znama (Voros et al., 2021). S. muris muze byt vizualizovan pomoci Periodic
Acid-Schiff (PAS) barveni. Diagnostika je zalozena na identifikaci trofozoit
(tj. pohyblivych vegetativnich stadii paraziti v hostiteli) ve stfevnim traktu. V dnesni
dobé¢ je také hojné vyuzivana detekce zalozena na PCR (Fox et al., 2002; Verweij,
2014; Whary et al., 2015, Voros et al., 2021). S. muris se nejvice vyskytuje
v Cerstvém stfevnim obsahu a exkrementech. Exkrementy, pfipadné stfevni obsah,
mohou byt zachovany v octanu sodném a formalinu. Nasledné jsou cysty obarveny
napt. Gomoriho trichromem (Baker, 2006; Brown a Donnelly, 2012; Voros et al.,
2021).

Tritrichomonas muris je eukaryoticky nepatogenni prvok. 7. muris patii do fiSe
Excavata, kmene Parabasalia, fadu Trichomonadida a rodu Tritrichomonadidae
(Fox et al., 2002; Baker, 2007; Whary et al., 2015; Da Costa et al., 2019). Jména
Trichomonas cricetus a T. criceti byly dfive pouzivany k popisu tritrichomonady
nalezené u kiecku, dnes je oznaCovana jako 7. muris. Do tadu Trichomonadida patii
T. augusta, T. foetus, T. musculis, T. wenyoni, T. minuta, Trichomonas vaginalis,
Tetratrichomonas microti a Pentatrichomonas hominis. Termin trichomonady je
nespravny nazev pro fad, protoze se puvodné predpokladalo, ze tato skupina
organismi ma tii biCiky, zatimco ve skuteCnosti maji jednotlivé druhy tii az pét

bicik. Trichomonas spp. maji ve skuteCnosti Ctyfi biCiky, zatimco
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Tritrichomonas spp. maji tfi bi¢iky (Burr et al., 2012). T. muris je blizce ptibuzny
s T. foetus, patogenem, o kterém je znamo, Ze infikuje reprodukéni organy skotu.
T. muris se vyskytuje ve slepém, tlustém a tenkém stfevé mysi, potkant a kiecka.
T. muris 1ze detekovat mikroskopicky nebo pomoci PCR. Pseudocysty lze nalézt
mikroskopicky po provedeni flotace stolice a za pouziti Lugolova jodového barveni
nebo za pouziti trichromu (Fox et al., 2002; Baker, 2007; Burr et al., 2012; Whary
et al., 2015; Al-Aboody et al., 2016; Zarei et al., 2018; Da Costa et al., 2019).
Giardia muris patti do fiSe Excavata, kmene Metamonada, tadu Diplomonadida,
rodu Hexamitidae. Druh Giardia spp. zahrnuje eukaryotické bicikaté jednobunécné
parazity, ktefi infikuji mnoho zvitat. G. muris je prvok, ktery neinvazivné kolonizuje
stievni trakt a zpusobuje prdjmova onemocnéni potkand, mysi a kfeckd. Nejspise
nedochazi k prenosu G. muris z mysi a kieCkd na krysy. OvSem byla prokazana
kiizova infekce mezi mySmi a kiecky po experimentalni inokulaci organismd,
zatimco potkani byli rezistentni viici izolathm z mysi a kieckti (Van Keulen et al.,
2002; Baker, 2006; Greaves, 2012; Xu et al., 2020; Jothikumar et al., 2021). G. muris
byla dfive oznaCovana jako Lamblia muris. Celkem je akceptovano osm druht
Giardia spp. Patii mezi n¢€: G. duodenalis (synonymum G. intestinalis a G. lamblia),
ktera infikuje lidi a zvirata, G. agilis, G. ardeae, G. psittaci, G. muris, G. microti,
G. peramelis a G. cricetidarum, které infikuji nehuménni hostitele vcCetné
obojzivelnikti, ptakt, hlodavci a vacnatci. G. muris mizeme detekovat pomoci
svételné  mikroskopie. OvSem mikroskopickd analyza environmentalnich
a klinickych vzorkli vyzaduje velké mnozstvi dovednosti a zkusSenosti a neni G¢inna
pro identifikaci druhd. Cysticka forma se vyskytuje ve fekalnich natérech
obarvenych Lugolovym jodem, ktery barvi vnitini struktury, nebo v tkanovych
fezech tlustého stfeva obarvenych hematoxylin-eosinem. Identifikace cyst pomoci
flotace centrifugaci se siranem zine¢natym zistava standardem pro diagnostiku
G. muris. Giardia spp. mize byt detekovana pomoci testu SNAP Ag (tj. test
zalozeny na detekci antigenu) (Baker, 2006; Brown a Donnelly, 2012; Burr et al.,
2012; Greaves, 2012; Whary et al., 2015; Ryan a Zahedi, 2019; Jothikumar et al.,
2021). Testy PCR byly vyvinuty predevsim pro zjiStovani epidemiologie Giardia
duodenalis, jediného druhu rodu Giardia, ktery ma zoonoticky potencial (Caccio
etal., 2010). Dfive navrzené reakce nebyly navrzeny tak, aby potvrdily rozdily

na trovni druhtl (kvtli nedostatku genetické variability mezi druhy). Infekce muze
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byt také detekovana sérologicky. gPCR (tj. quantitative PCR) je nejslibné&jsi metodou
detekce Giardia spp. (Whary et al., 2015; Jothikumar et al., 2021).

1.2 Morfologie

S. muris je maly, protahly, oboustranné symetricky bicikaty parazit hruskovitého
tvaru s rozméry 7-9x2-3 um. S. muris ma dvé jadra umisténa v prednim segmentu
a Sest dlouhych bicika. Dva dalsi biciky se tahnou dozadu rovnobézné se dvéma
kratkymi axostyly (Fox et al., 2002; Baker, 2006; Burr et al., 2012; Whary et al.,
2015). S. muris se pohybuje torpédovité. S. muris se rozmnozuje nepohlavng.
Pfi binarnim déleni organismu dochazi k produkci vejcitych cyst o velikosti
7,4x4,0 um. Cysty obsahuji az Ctyfi jadra. Trofozoiti S. muris jsou na rozdil
od G. muris a T. muris men§i, pohybuji se rychleji a postradaji predni saci disk (Fox
et al., 2002; Baker, 2006; Burr et al., 2012; Whary et al., 2015). Velikost genomu je
pfiblizné 14,7 Mbp a sklada se z deviti chromozomu (Xu et al., 2022).

T. muris ma tii pfedni bic¢iky a jeden dlouhy vle¢ny bic¢ik s undulujici
membranou, srpkovitou strukturu na pfednim okraji téla zvanou pelta, axostyl
a jedno jadro. T. muris neencystuji, ale tvori pseudocysty, ve které se transformuyji
v piipad€ nepfiznivych podminek. Tyto struktury jsou méné pohyblivé formy
organismu s internalizovanymi bi¢iky. Pseudocysty 7. muris postradaji pravou sténu.
Pseudocysty nakonec excystuji a produkuji pohyblivé trofozoity. Trofozoiti maji
rozméry 16-26x10-14 pum. T. muris se rozmnozuje nepohlavné — binarnim délenim
(Baker, 2007; Burr et al., 2012; Zarei et al., 2018). U Tritrichomonas spp. nalezneme
repetice a transpozibilni elementy, které tvoii asi dvé tfetiny 160Mbp genomu,
coz odrazi nedavnou masivni expanzi genomu. Genom je rozdélen do Sesti
chromozomu (Carlton et al., 2007).

Giardia spp. nalezené u kiecka jsou morfologicky nerozeznatelné od téch, které
byly nalezeny u mysi. G. muris se rozmnozuje nepohlavné binarnim délenim
a vyskytuje se ve dvou fazich zivotniho cyklu. Trofozoiti jsou hruskovitého tvaru,
oboustranné symetricti a jsou velci 7-13 pm x 5-10 um. Mezi charakteristické znaky
patii saci disk, dvé jadra a stfedni téleso ve tvaru , drapu”. Zda se, ze stfedni télisko
funguje jako ulozisté cytoskeletalnich elementd. G. muris ma Ctyfi pary bicika, které
jsou zodpovédné za pohyblivost organismu. Tyto pary bicikl jsou klasifikovany jako
ptredni, zadni, ventralni a kaudalni. Ventralni adhezivni disk pfipomina ptisavku, kde

prekryvajici se mikrotubuly v cytoplazmé tvoii tvar cisla 6. Adhezivni disk
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usnadiiuje prilnuti prvoka ke stfevnimu povrchu. Trofozoity lze snadno rozpoznat
podle jejich charakteristickych valivych pohybti. Cysty jsou elipsoidni a mohou mit
az dvé stfedni téliska a Ctyfi jadra a méfi 8—11x7-19 um. Cysty nemaji adhezivni
disk ani vn¢jsi biciky. Cysty také postradaji bunécny aparat, jako jsou mitochondrie,
Golgiho aparat, lysozomy a endoplazmatické retikulum. Cysty vyzaduji vlhké
podminky, aby pfezily po dobu tydni az mésici (Baker, 2006; Burr et al., 2012;
Whary et al., 2015). Analyza malé podjednotky (SS) rDNA a jeji srovnani s jinymi
organismy naznaCuji, ze Giardia spp. patfii mezi nejprimitivnéj§i eukaryotické
organismy, u kterych byly dosud studované buiniky. G. duodenalis, G. muris
a G. ardeae se od sebe vyrazn€ li§i ve svych molekularnich karyotypech, 1 kdyz
G. muris a G. ardeae jsou morfologicky navzajem pomémé podobné (Van Keulen
et al., 2002). Studie Van Keulena et al. (2002) byla provedena pro srovnani rDNA
G. muris, G. ardeae a G. duodenalis. G. muris excystuje ve dvanactniku a vytvari
dva trofozoity (Burr et al., 2012). Genom G. muris ma velikost 9,8 Mbp, coz je
vyrazn€¢ méne nez genom G. intestinalis (12,6 Mbp). VétSina genomu (9,0 Mbp,
92 %) se nachazi na péti kontinuich (>1 Mbp). Zadny z nich neni ukonéen
telomerickymi repeticemi, ale ze zbyvajicich kratkych kontinui (<30 kbp) je deset
ukonceno telomerickymi repeticemi (TAGGQG), coz naznaluje, ze predstavuji

koncové body péti chromozomu (Xu et al., 2020).

1.3 Virulence a patogenita
Mezi hostitele S. muris patii krysy, mysi, kfecci a nejspiSe 1 dal§i hlodavci. Infekce
S. muris je u imunokompetentnich mySi obvykle asymptomaticka, ale nékteré
inbredni kmeny mysi jsou na infekci nachylnéjsi. S. muris je také vice patogenni
pro mladé, stresované nebo imunokompromitované mysi. Krysy a kieCci jsou
vétsSinou odolni vuci infekci. U kiecka S. muris nezpisobuje onemocnéni vibec.
Mysi ve véku 3-6 tydnl jsou vystaveny vyrazné vysSimu riziku klinicky zjevné
infekce. Zivotni cyklus S. muris je piimy a je podobny G. muris. Trofozoiti Ziji
v duodenum a slepém stieve, kde kolonizuji povrch sliznice, zejména Lieberkithnovy
krypty. Cysty se uvoliiuji do exkrementt a k pfenosu dochazi fekalné-oralni cestou
(Fox et al., 2002; Baker, 2006; Baker, 2007; Brown a Donnelly, 2012; Burr et al.,
2012; Greaves, 2012; Whary et al., 2015; Voros et al., 2021).

T. muris patii mezi stfevni komenzalni organismy. Mé velmi nizkou infek¢ni

davku (pét pseudocyst) u mysi. Proto se vyuziva jako indikator selhani mikroizolacni
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techniky u mys8i SPF, kde se pravidelné provadi testy na ruzné druhy patogenu
uvedenych v certifikatu ke zvifatim. Pti proteomické analyze stievni tkané odebrané
mysim infikovanym 7. muris byla odhalena rozdilna exprimace nekolika proteint,
coz naznaCuje, ze infekce 7. muris muze vyvolat imunitni odpoveéd a zanétlivou
reakci (Baker, 2007; Kashiwagi et al., 2009; Burr et al., 2012; Da Costa et al., 2019).

G. muris postihuje Sirokou Skalu hostitelti po celém svété, vcetné laboratornich
hlodavci, primati a ¢lovéka. K prenosu dochazi fekalné-oralni cestou (Baker, 2007,
Burr et al., 2012; Whary et al., 2015; Garcia et al., 2018). Cysty predstavuji infekcni
stadium organismu. Infekéni davka se pohybuje od 5 do 20 cyst. G. infestinalis byla
rozsahle prozkouména na genomické a bunééné-biologické urovni. Bylo zjis§téno,
ze genom G. muris koduje mnoho stejnych faktort virulence jako G. intestinalis.
Zivotni cyklus a infekéni proces G. muris a G. intestinalis je velmi podobny. Zivotni
cyklus G. muris je ptimy. Trofozoiti ziji v tenkém stieve, kde kolonizuji slizni¢ni
povrch proximalniho tenkého stfeva a pfilnou k cylindrickym butikam v blizkosti
bazi stfevnich klka. Trofozoiti se mohou premeénit v cysty za nepfiznivych
podminek. (Baker, 2006; Burr et al., 2012; Xu et al., 2020).
1.4 Epidemiologie
Cysty S. muris mohou byt pfitomny v kontaminované vodé a krmivu. Inkuba¢ni doba
je vétsinou 2-3 dny, ale mize trvat az 6 dni. K maximalnimu vyluovani cyst
dochazi po 1-2 tydnech. K prenosu dochazi fekalné-oralni cestou. S. muris se pienasi
mezi kiecky, mySmi a potkany. Pfiznaky infekce zahrnuji vodnaty, ¢ervenohnédy,
plynny stievni obsah. Je vSak nezbytné vyloucit primarni infekci nebo koinfekci
jinymi patogeny (Fox et al., 2002; Baker, 2006; Burr et al., 2012; Greaves, 2012;
Whary et al., 2015; Garcia et al., 2018; Voros et al., 2021). Prevence onemocnéni
zpusobené S. muris spociva v oddéleni infikovanych jedinca. Je totiz znamo, Ze mezi
témito druhy dochazi ke kiizové kontaminaci (Burr et al., 2012). Dle Bakera (2006)
je prevence onemocnéni zalozena na pfisném dodrzovani spravné hygieny a snizeni
stresu. Dekontaminace pasterizaci je vétSinou ucinn€j§i nez pouziti dezinfekénich
prostiedkt (Burr et al., 2012).

T. muris je pomérné rozsifeny stfevni prvok u mysi. Muze se pienaset z kiecka
na myS a neni povazovana za patogenni. 7. muris je Casto detekovana ve stfevé jako
nadhodny nélez pii vySetieni na pfitomnost stfevniho onemocnéni. Tento organismus

se nachazi nejvice v lumen cecal, ale protoZe je povazovan za nepatogenni, infekci
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nedoprovazi vétSinou zadna patologie. 7. muris ovSem muze zvySovat nachylnost
ke stfevnimu onemocnéni a muze zhorSovat prabéh infekce. Dochazi k interakci
ve stfeveé, ktera méni homeostdzu imunitnich bunék. K fekalné-oralnimu pienosu
dochézi pozitim bud pseudocysty nebo trofozoitniho stadia tohoto parazita, které
jsou vylu¢ovany ve stolici (Fox et al., 2002; Baker, 2007; Burr et al., 2012; Whary
et al., 2015; Escalante et al., 2016; Garcia et al., 2018; Zarei et al., 2018; Da Costa
et al., 2019). Screening 7. muris neni v zafizenich pro zvifata standardem, proto
souCasna prevalence 7. muris u laboratornich myS$i neni znama (Escalante et al.,
2016; Da Costa et al., 2019). Inkubacni doba je 10 dni (Baker, 2007).

G. muris je oportunni patogen dvanactniku a zpusobuje onemocnéni zvané
giardioza. Inkubacni doba je 3—5 dni a vrchol vylu€ovani cyst nastava po 7—14 dnech
(Burr et al., 2012; Whary et al., 2015). G. muris ma jednoduchy zivotni cyklus, ktery
zacina peroralnim pozitim infek¢nich cyst — kontaminovanym jidlem nebo vodou.
Jakmile projde zaludkem, probiha excystace s uvolfiovanim bicikatych trofozoiti,
které rychle kolonizuji sliznici tenkého stfeva, aniz by ji napadly. Po piislusnych
hostitelskych signalech, jako jsou zluCové soli a vyssi pH, se trofozoity encystuji
avytvoii tak infekéni cystové stadium, které je vylucovano vykaly (Baker, 2006;
Dreesen et al., 2014; Garcia et al., 2018). V soucasné dob¢ neni prevalence infekce
u laboratornich potkani a mysi znama (Baker, 2006, Whary et al., 2015). Zatimco
prevalence G. muris u kiecka je velmi vysoka, pravdépodobnost, ze kieCek ma
klinické pftiznaky nebo patologické léze, je velmi nizka. Snizené pH muze byt
zodpoveédné za migraci G. muris do neobvyklého mista v zaludecni sliznici. Infekce
jsou nejcastéji subklinické (Burr et al., 2012). Mysi C3H/He jsou zvlasté nachylné
k giardidze, zatimco mysi BALB/c a C57BL/10 jsou odolngjsi. Navic se zda, ze mysi
samice jsou odolné&jsi vici infekci nez mysi samci. Napt. samice C57BL/6 maji niZsi
trofozoitni zat€z a kratsi interval nez mysi samci. Samice také vylucuji cysty pozdéji
nez mysi samci. Tyto rozdily mohou souviset se siln€§i humoralni imunitni
odpovédi na G. muris u mySich samic (Whary et al., 2015). Odhaduje se, ze lidsky
patogen, G. intestinalis, zpusobuje kazdorotné 300 milioni pfipadi giardidzy
na svété. Giardioza je také problémem u domacich zvifat (Xu et al.,, 2020;
Jothikumar et al., 2021). Ryby a dal§i vodni zivocichové piedstavuji pro ¢lovéka

zdroj infekce G. intestinalis prostfednictvim kontaminace vody a konzumace
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nedostateCné tepelné upravenych potravin (Ryan a Zahedi, 2019; Jothikumar et al.,

2021).

1.5 Onemocnéni

Prvoci jsou jednobunéfna eukaryota, o kterych je znamo, ze zpusobuji lidska
onemocnéni, jako je malarie, giardiaza a trichomoniaza (Escalante et al., 2016).
Trofozoiti S. muris se bézné vyskytuji ve stfevech v duodenu. Nachazeji
se extracelularné mezi klky, v Lieberkiihnovych kryptach a centralnim lumenu.
Nezptusobuji ovSem vyrazné poskozeni sliznice. Mikroskopicky je akutni
onemocnéni spojeno s hyperplazii sliznice a zanétlivym edémem s vyskytem
mononuklearnich bunék (lymfocytd, monocytd atd.). Klinicky postizeni jedinci
mohou mit $patnou srst, depresi, apatii a ibytek hmotnosti. Mtze se u nich vyvinout
dehydratace, shrbené drzeni téla, distenze bficha a prijem. Zavazné infekce mohou
byt i smrtelné (Fox et al., 2002; Baker, 2006; Burr et al., 2012; Greaves, 2012;
Whary et al., 2015).

U divokych a laboratornich mysi néktefi prvoci zptisobuji onemocnéni, zatimco
jini prvoci, jako jsou Entamoeba muris a T. muris, jsou povazovani za nepatogenni
soucast mysiho mikrobiomu. Nedavné studie vSak naznacuji, ze T. muris a piibuzny
organismus, 7. musculis, maji potencial byt patogenni. Pfitomnost t€chto prvoku
ve sttevni mikroflofe podporuje imunitni odpovéd a zanét. V piitomnosti jiného
patogenniho prvoka muze mit onemocnéni horsi pribéh (Escalante et al., 2016;
Da Costa et al., 2019).

Je pouze malo informaci o patologickych zménach, ke kterym dochazi u potkana
a mysi infikovanych G. muris. Patologické zmény zahrnuji postizeni klkd, zvyseny
pocet intraepitelialnich lymfocytd a zirmych bunék a hladiny laktazy,
sacharazy a maltazy se snizuji v tenkém stievé. Infekce G. muris je vétSinou
asymptomaticka. Klinicky projev infekce se pohybuje od asymptomatického stavu
az po gastrointestinalni potiZe, jako je prijem, slabost, ztrata hmotnosti, bolest bficha
a mozna nevolnost, zvraceni, plynatost, horeCka, snizeny zajmem o piedméty
v okoli, zpomalené reakce, abnormalni ospalost az apatii, hrubou srst a distenzi
bficha. Imunodeficientni mysi mohou zemfit béhem tézké infekce. U kieckl a jinych
hlodavcl miize organismus proniknout do stfevniho epitelu a lymfatickym a krevnim
feCistém cestovat do plic a dalSich organd. U zvifat klinicky postizenych giardiézou

je v tenkém stfevé Casto nalezen Zzlutobily vodnaty obsah. Histologicky se parazit
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obvykle nachézi na okraji tenkého stieva, ale lze jej nalézt i v lumen. Ovalné cysty
se nachazeji vétSinou v tlustém stfeveé (Baker, 2006; Burr et al., 2012; Greaves, 2012;
Dreesen et al., 2014; Whary et al., 2015; Garcia et al., 2018).

Vycerpani zivin je nezadoucim duasledkem gastrointestinalnich parazitarnich
infekci. VyCerpani vody a elektrolyti je nebezpecim u jedinct s tézkym prijmem,
ktery muze zpusobit az smrt (Garcia et al., 2018).

1.6 Lécba

S. muris nezpusobuje klinické onemocnéni u kfecka, proto nemusi byt kfecci nijak
1éCeni. U mysi se 1écba vyzaduje. Pridava se 0,1% dimetridazol do pitné vody
po dobu 2 tydni. Stejna 1écba je provadéna u giardiozy (Fox et al., 2002; Brown
a Donnelly, 2012; Burr et al., 2012; Whary et al., 2015; Voros et al., 2021).

Tritrichomonas spp. jsou anaerobni parazité, kteti rostou pii nizkém obsahu
kysliku. Vyuzivaji glykolytickou drahu jako prostfedek k produkci energie, ktera
zahrnuje rozklad glukézy na pyruvat nebo sukcinat. Glykolyticka draha u 7. muris je
blokovana metronidazolem, a proto je vyuzivan k l1écbé. Metronidazol mize byt
podavan intragastricky v davce 80 mg/den po dobu 6 dni (Burr et al., 2012;
Da Costa et al., 2019). Nebo muze byt pfidavan do pitné vody. Vhodny je i tinidazol
(Baker, 2007). Antibioticka 1écba vSak méni bakterialni slozeni ve stfevech, coz by
mohlo mit dalsi nezadouci ucinky (Escalante et al., 2016)

Lécba se obvykle neprovadi vzhledem k obecné nepatogenni povaze infekce
G. muris. V nékterych studiich jsou potieba potkani a mysi prosti G. muris, 1écba
Metronidazolem ale infekci vétSinou zcela nevymyti. Proto je dalezita prevence
a kontrola zalozend na spravné hygiené, vcetné adekvatni dezinfekce, pfisnych
karanténnich postupech a testovani novych zvirat. Cysty mohou byt zniceny 2,5%
fenolem nebo lysolem, teplotami nad 50 °C a ultrafialovym svétlem. Chlorace neni
pro zniceni cyst moc uspé$na (Baker, 2000; Burr et al., 2012; Whary et al., 2015).
Bylo prokazano, ze atlum imunitni odpovédi pfi 1é¢be kortikosteroidy nejen zvysuje
pocet paraziti ve stfev€, ale také zpusobuje recidivu stfevnich infekci (Greaves,
2012). Mysi giardidzu lze 1€¢it ptfidanim 0,1% dimetridazolu do pitné vody po dobu
14 dnti. Metronidazol, i kdyz je u¢inny proti G. muris u my$i, neni uziteCny pii 1écbé
kiecku, a to ani v davkach 16krat vyssich nez u mysi (Brown a Donnelly, 2012; Burr
et al., 2012; Whary et al., 2015). Chinakrin, amodiachin a chlorokrin byly popsany
jako potencialné ucinné léky pro 1écbu giardidzy (Burr et al., 2012).
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2 Metody detekce

2.1 Historie

Prvni pokusy o 1écCitelstvi jsou zafazeny do obdobi pravéku. Jednalo se predevsim
o prirodni IéCitelstvi a ritudlni obfady. Ve starovékém Egypté se véfilo, ze nemoci
jsou zpusobeny jinou bytosti, ktera vnikla do organismu. V tomto obdobi stale
nebylo povédomi o pfi¢inach nemoci. Az lékafi za dob Hippokrata (3. stoleti pt. n. 1)
zjistovali u nemocnych symptomy nemoci a vliv zivotniho prostfedi na zdravi.
Ve sttedovéku bylo hlavni diagnostickou metodou vysetfeni moce. Hodnotila
se barva, zapach a chut. V obdobi renesance byly jiz povolené pitvy a zacala
se rozvijet diagnostika nemoci a chirurgie. Do té doby se myslelo, ze anatomie zvifat
a lidi je totozna. V 16. az 17. stoleti se také zacCala zavadét iatrochemie, ktera
se snazila o spojeni chemie s lékafstvim. Hlavnim zakladatelem iatrochemie byl
Paracelsus, ktery mél nazor, ze zdravi zavisi na normalnim stavu organu a sekretu.
Tento nazor koresponduje i se sou¢asnou biochemickou védou (Svejdova, 2011;
Castiglioni, 2018).

Prevratnym vynalezem v diagnostice byl mikroskop, ktery umoznil 1épe poznat
strukturu a stavbu organismi. Prvni mikroskop sestrojil holandsky vynalezce Anton
van Leewenhoek v 17. stoleti. Tento mikroskop byl pouzitelny ke studiu mikrobt
abunék. I zasluhou tohoto objevu se naskytly moznosti objevit dalsi struktury
organismu. Zavedla se i diagnostickd metoda mikroskopie moce — tzv. uroskopie.
V 19. stoleti nastal velky pokrok v diagnostice. Doslo ke zdokonalovani mikroskopu,
ktery byl sice vynalezen jiz v dobé osvicenstvi, avSak mél spoustu nedostatki.
Na zdokonaleni se podilel Joseph Lister, 1ékafi Robert Koch a Rudolf Wirchov.
Rudolf Wirchov je téz zakladatel bunécné teorie (Rihové a kol., 2005; évejdové,
2011; Ackerknecht, 2016, Castiglioni, 2018).

Diagnostika nemoci se po staleti obeSla bez slozitési techniky, ale potieba
presn¢jSiho zaznamenavani a hodnoceni fyziologickych procesi a patologickych
zmeén silila. Proto vznikla nova zobrazovaci a meéfici zafizeni. V 1. poloviné
20. stoleti se znalosti z jednotlivych oborti mediciny rozrustaly velkou rychlosti,
proto zacalo dochazet ke specializaci na jednotlivé obory. Pokrok zaznamenala
endokrinologie (objev inzulinu) a také imunologie (Rihové a kol., 2005; évejdové,

2011; Ackerknecht, 2016).
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V roce 1953 byla objevena struktura DNA Jamesem Watsonem a Francisem
Crickem. DalSich nékolik desetileti trvalo, nez byl rozlustén cely geneticky kod
Clovéka. Zasluhou tohoto objevu bylo odhaleno spousty dalSich onemocnéni.
V 50. letech 20. stoleti bylo zavedeno mnoho novych diagnostickych metod
a dochazelo k dal§imu zdokonalovani laboratornich detekénich metod (Rihova a kol.,

2005; évej dova, 2011; Ackerknecht, 2016, Castiglioni, 2018).
2.2 Kaultivace

Kultivace ma v klinické laboratofi jiz omezeny vyznam, ale pro vétSinu vyzkumnych
laboratofi je nezbytna. Prestoze kultivace stfevnich prvokd ma dlouhou historii,
ne vSichni parazité dokazou rust in vitro. Bez schopnosti kultivovat organismy lze
provést jen malo studii nad ramec morfologickych nebo patologickych popisu.
Kultivace je predpokladem zvlasté pro studie, které vyzaduji velké mnozstvi bunék.
Stievni parazité jsou ruznoroda skupina organismu, ale mnoho kultiva¢nich médii
a pouzivanych principt je ¢asto spoleCnych pro vice druhli paraziti (Abd el Ghaffar
et al., 1994; Clark a Diamond, 2002; Mata-Cardenas et al. 2012; Adamberg et al.,
2015; Garcia et al., 2018; Sutrave a Richter 2021; Castelli et al., 2023; Feix et al.,
2023)

Kultivace jako detekéni metoda je obvykle méné citlivd nez mikroskopie.
Mikroskopie je stale hojn€ vyuzivana pro identifikaci stfevnich paraziti ve vzorcich
stolice. Na rozdil od bakterii je obtizné, nakladné a pracné udrzovat tyto organismy
v laboratofi, a proto je kultivace vyuzivana jen omezen¢ jako detekCni metoda
stfevnich parazitd. Existuji tfi zakladni typy kultivacnich systémi. Prvnim je xenicky
kultivacni systém, ve kterém je parazit kultivovan v pfitomnosti nedefinované
mikroflory. Druhym je monoxenicky kultivani systém, ve kterém je parazit
kultivovan v pfitomnosti jediného dalSiho druhu. Tietim je axenicky kultivacni
systém, ve kterém je parazit kultivovan v nepfitomnosti jakychkoli jinych
metabolizujicich bun€k. Termin polyxenicky kultivacni systém se nékdy mylné
pouziva jako synonymum pro xenicky. Polyxenicky by se vSak mél vztahovat pouze
na kultury, v nichz jsou znamy vsSechny pfitomné organismy. Kontrola nebo
eliminace rustu bakterii a plisni je zasadni pro uspéch pii kultivaci paraziti. To plati
i pro xenickou kulturu, ve které je dilezité dosahnout rovnovahy mezi potiebami
bakterialni mikroflory a eukaryoty (parazity). Xenické a monoxenické kultivace

se dnes pouzivaji jen zfidka. Velikost inokula pro delsi inkubacni dobu by méla byt
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mens$i nez pro kratsi inkubace (Clark a Diamond, 2002; Mata-Cardenas et al. 2012;
Garcia et al., 2018; Castelli et al., 2023; Feix et al., 2023).

U axenické kultury se parazité prenaseji v intervalech 72-96 hodin. Kultury
se chladi v ledové vodni 1azni po dobu 5 minut, aby se uvolnily trofozoity pfipojené
ke sklenéné kultiva¢ni zkumavce. Zkumavky se nekolikrat obrati, aby se butiky
rozptylily a odmétrené inokulum se asepticky pienese do dalsi kultivacni zkumavky
obsahujici Cerstvé médium. Zkumavky se pevné uzaviou a inkubuji pfi teploté
36 az 37 °C, a to bud’ vertikaln€ nebo pii 5° horizontalné¢ (Abd el Ghaffar et al.,
1994; Clark a Diamond, 2002; Mata-Cardenas et al. 2012; Garcia et al., 2018;
Sutrave a Richter 2021; Feix et al., 2023).

Hojné vyuzivané médium pro Giardia, Spironucleus a Tritrichomonas spp. je
TYI-S-33 a TYM. Tyto média obsahuji tryptikdzu, kvasnicovy extrakt, maltdézu
hydrochlorid L-cysteinu; kyselinu askorbovou, fosforecnan draselny, hovézi sérum
a vodu. Byly také publikovany metody ziskavani klonovanych kolonii na agaru.
Variace ve slozeni mezi jednotlivymi Sarzemi meédia mohou mit velky vliv.
Tryptikdza, kvasnicovy extrakt, hovézi sérum a kvalita vody jsou nejCastéji
postizenymi slozkami média, ale 1 typ skla pouzitého pii vyrobé kultivacnich
zkumavek muze zpusobit problémy. Pokud je to mozné, mély by se pouzivat
zkumavky z borosilikatového skla se Sroubovacim uzavérem (Abd el Ghaffar et al.,
1994; Clark a Diamond, 2002; Mata-Cardenas et al. 2012; Garcia et al., 2018;
Sutrave a Richter 2021; Castelli et al., 2023; Feix et al., 2023).

V 90. letech 20. stoleti byly zavedeny postupy kultivace agarovych desticek
a zjistilo se, ze jsou 1,6 az 6krat citlivéjsi nez metody pfimého natéru. Ukazalo
se vsak, ze molekularni metody detekce parazita jsou v zasadé lepsi, a tak se metoda

kultivace na agarovych destickach nepouziva (Garcia et al., 2018).

2.3 Mikroskopie

Stfevni parazity lze pozorovat béznymi svételnymi mikroskopy vybavenymi
objektivy se zvétSenimi 10x a 40x a také pomoci objektivii s olejovou imerzi
se zvétSenim 100%. U trofozoitd se sleduje velikost, tvar, jadro (relativni velikost,
tvar, poloha, perikaryosomalni prostor, periferni chromatin a chromatinova granula),
cytoplazmu (zbarveni, vakuoly atd.) a dalsi charakteristiky (axostyl, fasinky, bi¢iky
atd.). U cyst prvoku se pozoruje velikost, tvar, tloustka stény, jadro, cytoplazma,

bi¢iky atd. Artefakty nalezené ve fekalnich vzorcich mohou velmi pfipominat
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parazity. Proto je pro detekci parazitd ve stolici potieba kvalifikovany laboratorni
personal. Pro mikroskopické vysetfeni se pouzivaji metody piimého natéru, kdy
se smicha malé mnozstvi Cerstvé stolice s nekolika kapkami 0,85% fyziologického
roztoku. Mezi dal$i metody patii koncentraéni postupy (napt. flotace se siranem
zineCnatym umoznujici oddé€leni vétSiny paraziti od fekalnich zbytkd) a natéry
s trvalym barvenim. K barveni jsou nejvice pouzivany ruzné druhy trichromu
(napt. Gomoriho, Massonovy atd.) nebo hematoxilin-eosin. Pfed stanovenim
negativniho vysledku by melo byt vySetfeno minimalné 300 poli. (Harrington, 2008;
Stensvold et al., 2012; Meurs et al., 2017; Garcia et al., 2018; Sobotyk et al., 2021;
Martinez et al., 2023).

Senzitivita mikroskopie ve srovnani s PCR je daleko mensi z hlediska detekce
sttevnich paraziti. Proto je dulezity vyvoj molekularich screeningovych metod
v kombinaci s mikroskopickymi a specializovanymi analyzami (Stensvold et al.,

2012; Meurs et al., 2017; Garcia et al., 2018; Martinez et al., 2023).

2.4 Sérologie

Sérologie rozliSuje metody detekujici protilatky a metody detekujici antigen.
Pro detekci stfevnich paraziti se vyuzivaji metody detekujici antigen ze stolice.
Pro stfevni parazity neni vhodna detekce pomoci metody detekujici protilatky.
Antigenni sérologické metody vyuzivaji specifickych protilatek produkovanych proti
konkrétnim parazitim. Paraziti maji vétSinou vice nez jedno stadium zivotniho
cyklu. Kazdé stadium muze prezentovat specifické antigeny. Neékteré antigeny
mohou byt shodné pro vice stadii. Matrice obsahuje navazané protilatky, na které
se v prub&hu testu vazou antigeny. V posledni dobé se na trhu objevily komercni
diagnostické soupravy ve formé nékolikakrokové, maximalné desitky minut trvajici
in situ analyzy. Komeréné€ dostupné antigenni testy zahrnuji enzymovou
imunoanalyzu (EIA) a imunochromatografické testy lateralniho toku (tzv. rapid
testy). Mezi enzymovou imunoanalyzu patii napf. metoda ELISA. Sérologické
metody jsou citlivéj§i a specifictéjsi nez mikroskopie. Imunotesty pro detekci
antigenu jsou vSak obvykle omezeny pouze na par vybranych organismt (Wilson et
al., 2006; McHardy et al., 2014; van Lieshout a Roestenberg, 2015; Garcia et al.,
2018).
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2.5 Izolace DNA
Uplné prvni izolaci DNA provedl §vycarsky 1ékat Friedrich Miescher v roce 1869.

Doufal, ze se mu podafi rozlustit zakladni principy zivota a ur€it chemické slozeni
bunék. Béhem svych testd si v§iml, ze se latka vysrazi z roztoku, kdyz se pfida
kyselina, a znovu se rozpusti, kdyz se pfida zasada. Prvni z té€chto jeva se nazyva
denaturace a druhy jev je oznaCovan jako redenaturace (Tan a Yiap, 2009; Beranek,
2016; Figueroa-Bossi et al., 2022).

Izolace DNA je zakladni metodou pouzivanou v molekularni biologii. Je
vychozim bodem pro nasledné procesy a testy. DNA je biomolekula, ktera mize byt
izolovana z témét jakéhokoli biologického materialu pro nasledné analytické ucely.
Ovsem podle typu biologického materialu jsou voleny zpusoby izolace nukleovych
kyselin. V minulosti byl proces extrakce a purifikace nukleovych kyselin
komplikovany, c¢asové naroény a pracny. V soucCasné dobé existuje mnoho
specializovanych metod, které lze pouzit k izolaci biomolekul. Metoda izolace
a purifikace nukleovych kyselin vyuziva fyzikalni a chemické procesy k ziskani
DNA, ktera by meéla byt ¢istd a kvalitni. Manudlni metody jsou Casto provadeény
za pomoci ruznych komercnich kitd, které zahrnuji kompletni soupravy obsahujici
vétsinu slozek potrebnych k izolaci nukleovych kyselin. Vétsina z nich vyzaduje
opakované kroky centrifugace, nasledované odstranénim supernatanti (v zavislosti
na typu vzorku) a dal§im  mechanickym  zpracovanim. Poptavka
po automatizovanych systémech urenych pro stifedni az velké laboratore
v poslednich letech roste. Je to alternativa k pracnym manudlnim metodam.
Vytéznost a Cistota biomolekul, stejné jako rychlost, pfesnost a spolehlivost izolace
by meély byt maximélni a zaroveri by se mélo minimalizovat riziko kiizové
kontaminace. Cilova nukleova kyselina by neméla obsahovat kontaminanty vcetné
bilkovin, sacharidd, lipidi nebo jinych nukleovych kyselin, napfiklad DNA bez RNA
nebo RNA bez DNA. Kvalita a také integrita izolované nukleové kyseliny pfimo
ovlivni vysledky viech nasledujicich proces (Russell a Sambrook, 2001; Smarda
etal., 2005; Tan a Yiap, 2009; Ares, 2012; Beranek, 2016; Gill et al., 2016;
Tagliaferro et al., 2021).

2.5.1 Zakladni kroky
Pred samotnou izolaci DNA je nutné provést homogenizaci biologického materialu.

Pro homogenizaci existuje n€kolik moznych nastroji. Nejvice jsou vyuzivany rucni
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plastové homogenizatory, automatické homogenizatory, kdy se ptidavaji do vzorku
nejCastéji sklenéné nebo kovové kulicky a za pomoci tfepani dochazi
k homogenizaci. Vyuziva se také ultrazvukovy homogenizator a tfeci miska
s tlouckem. Dalsim krokem je lyze buné€k, kdy dochéazi k uvolnéni jejich vnitiniho
obsahu do lyzacniho pufru. Piikladem lyza¢niho pufru je CTAB (cetyl
trimethylammonium bromid) a SDS (dodecylsiran sodny). Nasledné je provedena
denaturace a vysrazeni kontaminanti jako jsou bilkoviny. Pfi tomto kroku dochazi
také k oddéleni DNA od bunécnych zbytkt. Hojné€ je vyuzivan fenol a chloroform.
Pti této fazi je vyuzivan rozdil rozpustnosti molekul za vzniku dvou nemisitelnych
latek. Tyto faze se od sebe oddéli pomoci centrifugace. DNA je pfitomna v horni
vodné fazi. Dale dochazi k vysrazeni neboli precipitaci DNA v dasledku pusobeni
absolutniho ethanolu nebo isopropanolu. Takto vysrazenou DNA je nutno precistit
od zbyvajicich kontaminantd. Pro pfecisténi je vyuZzivan vétSinou chlazeny ethanol
(na 4 °C). Po tomto kroku na dné zustava prahledny pelet, ktery je nutno dikladné
vysusit a nasledné rozpustit v elu¢nim pufru. Eluéni pufr je vétSinou slaby roztok
Tris a EDTA, ktery udrzuje stabilni pH a blokuje nezadouci ¢innost DNaz a RNaz
(émarda et al., 2005; Tan a Yiap, 2009; Ares, 2012; Beranek, 2016; Gill et al., 2016;
Tagliaferro et al., 2021).

2.5.2 Druhy izolace DNA
Fenol-chloroformova izolace je provadéna za pouziti fenolu, chloroformu
a isoamylalkoholu v poméru 25:24:1. Existuje fada modifikaci této metody pro rizné
typy biologického materidlu. Tato metoda zahrnuje lyzu bunék fenolem. Druh4 faze
se vytvoti po pridani chloroformu, kde se extrahuje DNA. DNA se vysrazi
ethanolem nebo isopropanolem a nasledné je rozpusténa v elu¢nim pufru. Pfi této
metode izolace je nutné dodrzovat striktné bezpecnost prace a pouzivat ochranné
pomiicky. Pouzivané chemické latky jsou totiz zdravi nebezpetné (Smarda et al.,
2005; Zoetendal et al., 2006; Tan a Yiap, 2009; Ares, 2012; Beranek, 2016;
Figueroa-Bossi et al., 2022).

V nedavné dob& bylo na trh uvedeno nékolik komercnich souprav typu ,vSe
v jednom*. Napfiklad kolonkova extrakéni metoda, ktera je urCena k izolaci
genomové DNA, celkové RNA a proteinu z jednoho biologického vzorku soucasng,
bez pouziti toxickych latek, jako je fenol nebo chloroform a bez srazeni alkoholem.

Tyto soupravy neboli kity obsahuji veskeré spotfebni plasty a chemikalie. Umoziluje
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rychlou a uc¢innou izolaci ve srovnani s konvenénimi metodami. Tato metoda
se obvykle provadi pomoci kolonky, ktera propousti kapalinu pouze za vysokych
ota¢ek. Membrana kolonky je vyrobena z oxidu kfemicitého. Kolonkova metoda
zahrnuje ¢tyfi kli€ové kroky: lyzi bunék, adsorpci nukleovych kyselin na membranu,
promyvani a eluci. Pro adsorpci nukleové kyseliny je nutnd pocatecni aktivace
kolonky. Dale se na kolonku aplikuje vzorek, ktery byl degradovan pomoci
lyzaniho pufru. Pozadovana nukleovd kyselina se vaze na kolonku pomoci
vazebného roztoku. Jiné slouCeniny, jako jsou proteiny, mohou mit také silnou
specifickou vazbu s povrchem kolonky. Tyto kontaminanty mohou byt odstranény
v promyvacim kroku pomoci promyvaciho pufru. Pro krok eluce se pouziva elucni
pufr nebo voda, aby se uvolnila pozadovana nukleova kyselina z kolonky (Zoetendal
et al.,, 2006; Tan a Yiap, 2009; Gill et al., 2016; Tagliaferro et al., 2021;
Figueroa-Bossi et al., 2022).

Magneticka izolace na bazi magnetickych kulicek je jednoduchy a ucinny
zpusob izolace. Pro izolacni proces se Casto pouzivaji magnetické nosice
s imobilizovanymi afinitnimi ligandy. Princip je zalozen na alkalické lyze
s naslednou vazbou nukleové kyseliny na magnetické castice. Poté dochazi
k zachyceni magnetickych Castic s navazanou nukleovou kyselinou. Kontaminanty
jsou odstranény promytim pomoci promyvaciho pufru. Nukleova kyselina je poté
uvolnéna z magnetickych ¢astic eluénim pufrem. K zachyceni magnetickych castic
se pouziva magnetickd tyC (Tan a Yiap, 2009; Tagliaferro et al., 2021; Figueroa-
Bossi et al., 2022).

Automatizovany systém extrakce nukleovych kyselin byl vyvinut v diasledku
vlivu rychlého ristu automatizacni technologie v dneSni dobé€. Automatizovany
extrakéni systém je velky, drahy a slozity pfistroj urCeny pro vysokokapacitni
zpracovani vzorkil a pomohl zjednodusit izolaci nukleovych kyselin. Tento systém
byl navrzen pro stfedni az velké laboratofe. Automatizace procesu extrakce
nukleovych kyselin je potencialné piinosna z mnoha davodd, vCetné zkraceni
pracovni doby, snizeni nakladi na pracovni silu, zvySeni bezpeCnosti pracovnikil
a poskytuje prilezitost ke zvySeni reprodukovatelnosti a kvality vysledkd. Kromé
toho je klicovym fesenim pro zvySeni efektivity laboratofe. Jedna se o systém
s paramagnetickymi Casticemi, ktery zpracovava vzorek a poskytuje konzistentni

vytéznost a Cistotu. Cely proces extrakce trva asi 20 minut. Tato metoda izolace
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DNA zahrnuje pouze dva kroky: pfidani vzorki do kazety s reagenciemi a vlozeni
kazety s reagenciemi do stroje. DNA je na konci procesu uvolfiovana do elu¢niho

pufru (Tan a Yiap, 2009; Tagliaferro et al., 2021).
2.6 PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR) patfi mezi zakladni a nejpouzivanéjsi
molekularni metody. PCR objevil Kary B. Mullis v roce 1985 a v roce 1993 byl
za objev PCR ocenén Nobelovou cenou za chemii. Jedna se o metodu, ktera je
zalozena na vyuziti enzymu DNA polymerazy. DNA polymeraza mnozi specifické
fragmenty DNA v podminkach in vitro. Pomoci této metody se mohou vytvofit
desitky miliard kopii cilové sekvence DNA, ktera je ziskana ze vzorku obsahujici
tuto cilovou sekvenci DNA. Cilova sekvence DNA ziskana ze vzorku je oznaCovana
jako templat. Pfi pouziti termostabilni DNA polymerdzy ziskané z bakterie
Thermus aquaticus, jiz nebylo potfeba po kazdém cyklu pfidavat do reakcni smeési
DNA polymerazu. Thermus aquaticus zije v horkych pramenech. Proto termostabilni
DNA polymeraza (Tag polymeraza) vydrzi expozici vyS$§im teplotam, které jsou
potieba pro prvotni krok PCR — denaturaci. Veskeré ziskané produkty z pfedchoziho
cyklu slouzi jako templaty v nasledujicich cyklech. V dusledku toho dochazi
k exponencialnimu narastu poctu specifickych fragmentd. Vznikajici fragmenty jsou
ohrani¢eny kratkymi oligonukleotidy, které se nazyvaji primery. Tyto kratké
oligonukleotidy jsou chemicky syntetizované. Primery maji nejCastéji délku
18 — 25 bazi a pro amplifikaci je potfeba minimalné jeden par primert. Jejich
sekvence je komplementarni se zacatkem zkoumané sekvence DNA ve sméru 5'- 3’
(tzv. forward primer) azaCatkem zkoumané sekvence DNA ve sméru 3'- 5’
(tzv. reverse primer) a neni komplementarni s zaddnym jinym usekem DNA. Forward
1 reverse primery by meély mit stejny pomér GC a AT bazi, mély by obsahovat
40 — 60 % GC bazi a mély by byt navrzeny tak, aby nebyly k sobé komplementarni,
jelikoz by vytvarely self-dimery a nedochéazelo by k amplifikaci DNA templatu.
Problémem muze byt také tvorba vlasenky, ktera vznika, kdyZz je jeden z primert
komplementarni sam k sob& (Smarda et al., 2005; Garibyan a Avashia, 2013;
Rahman et al., 2013; Beranek, 2016; Clark et al., 2019; Kadri, 2020).

Reakeni smés tedy obsahuje DNA templat, Tag polymerazu, primery, smes Ctyt
deoxyribonukleotidtrifosfatd (dANTPs) — dATP, dTTP, dCTP a dGTP; Mg**
a pufrujici roztok (obsahuje Tris-HCI, KCI, Tween 20, Triton X-100 a glycerol).
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Mg?* ionty slouzi ke stabilizaci primertemplatového komplexu a vazi se s dNTPs
a tvori tak komplexy, které jsou vhodnym substratem pro DNA polymerazu. Reak¢ni
smes je vystavena cyklickym zménam teplot v termobloku, ktery je soucasti PCR
cykleru. PCR cycler je pfistroj, ktery méni velmi rychle a pfesné teploty bloku
v rozmezi 0 — 100 °C (gmarda et al., 2005; Garibyan a Avashia, 2013; Beranek,
2016; Kadri, 2020).

PCR reakce ma tii faze — denaturace, annealing a elongace. V prabéhu
denaturace dochézi k oddéleni dvou vlaken DNA pomoci rozpojeni vodikovych
mustkdl  tvorficich dvousroubovici DNA, vznika tak jednovlaknova DNA.
K denaturaci dochazi vlivem teploty, ktera se pohybuje v rozmezi 94 — 98 °C.
Na zacatek reakce byva zarazovana uvodni denaturace trvajici nékolik minut.
Na zacatku jednotlivych cyklt probiha denaturace trvajici 30 — 60 vtefin. Annealing
je druhy krok cyklu. Béhem n¢j dochazi k nasedani primerti na templatovou DNA.
Teplota se pohybuje v rozmezi 50 — 70 °C. Teplota annealingu se voli podle
pouzitych primert. Nejvice zalezi na délce sekvence primeru a obsahu GC bazi.
Annealing probiha 15 — 60 vtefin. Béhem elongace dochazi k syntéze novych
komplementarnich vlaken podle templatu. Tag polymeraza je schopna se navazat
na primertemplatovy komplex a syntetizovat komplementarni vldkno za pouziti
deoxyribonukleotidi z reakcni smési. Pocet cykli zavisi na mnozstvi templatu
(objemu a koncentraci), ktery je vlozen do reakce. PoCet cykli se pohybuje mezi
20 — 40 cykly (Abd-Elsalam, 2003; Smarda et al., 2005; Beranek, 2016; Clark et al.,
2019; Kadri, 2020).

Detekce a vizualizace vzniklych fragmentll se nejCastéji provadi pomoci
elektroforetickych metod (viz dale). Tato zakladni metoda PCR je nékdy oznacovana
jako end-point PCR (Smarda et al., 2005; Beranek, 2016; Kadri, 2020).

2.6.1 Modifikace PCR

Existuje velké mnozstvi modifikaci PCR. Mezi nejvyuzivanéj§i modifikace patii
napiiklad hot start PCR, multiplex PCR, nested PCR a real-time PCR (Smarda et al.,
2005; Beranek, 2016; Clark et al., 2019).

Hot start PCR vyuziva DNA polymerazu, na kterou je navazana protilatka
blokuyjici aktivitu polymerazy. Hot start PCR vyzaduje uvodni denaturacni krok,

pii kterém dochézi k uvolnéni protilatky a tim k aktivaci polymerazy. Pouzitim takto
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upravené DNA polymerazy se zabranuje nespecifické amplifikaci (Beranek, 2016;
Clark et al., 2019).

Pro multiplex PCR je pouzito né€kolik parQi primert najednou. Tudiz se mohou
v jedné reakci detekovat nékolik cilovych oblasti DNA. Pouziva se naptiklad
pro detekci puvodci onemocnéni. Primery pro tento typ reakci musi mit podobné
podminky annealingu a nesmi interagovat mezi sebou. Také je dulezité, aby kazdy
par primert ohrani¢oval fragment DNA s dostate¢né odlisnou délkou (Smarda et al.,
2005; Garcia et al., 2018; Clark et al., 2019).

Pfi nested PCR jsou ve dvou po sobé jdoucich reakcich postupné pouzity dva
pary primerd. Produkt prvni reakce je vyuzit jako templat pro druhou PCR reakci.
Zasluhou dvou po sobé jdoucich PCR reakci je dosazeno vyssi citlivosti a specificity
a zaroven nedochazi k dalsi amplifikaci nespecifickych fragmentd vznikajicich
behem prvni PCR reakce (gmarda et al., 2005; Clark et al., 2019; Green a Sambrook,
2019).

2.7 Real-time PCR

Real-time PCR neboli polymerazova fetézova reakce v redlném case je modifikace
metody PCR. Na rozdil od klasické PCR umoziiuje kvantifikaci amplifikované DNA.
I proto se tato metoda obcas oznacuje také jako qPCR (quantitative PCR). Real-time
PCR vyuziva specialni cycler (obr. 1), ktery zaznamenava prabéh reakce po kazdém
cyklu. Od toho je odvozen nazev real-time PCR, tedy monitorovani amplifikace
v realném Case. NejCastéjsi vyuziti této modifikace PCR je kvantifikace genové
exprese, potravinafstvi, detekce GMO a medicinska diagnostika. Pod medicinskou
diagnostiku spada naptiklad detekce infek¢nich nemoci a rakovinovych bun¢k. Podle
rychlosti narastu mnozstvi amplifikované DNA na detekovatelnou uroven je mozno
vypocitat mnozstvi templatu ve vzorku. Real-time PCR je velmi citlivd metoda
a nemusi byt nasledovana dalsi vizualizaéni metodou (Bustin, 2005; Smarda et al.,

2005; Garibyan a Avashia, 2013; Beranek, 2016).
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Obrazek 1: Pristroj pro real-time PCR

Slozeni reakce je v principu stejné jako u klasické PCR. Casto jsou vyuZivany
komeréné dodavané reakéni smeési (mastermixy). Mastermix obsahuje DNA
polymerazu, nukleotidy, hotcikové ionty, a pufr. Reakéni smés dale obsahuje
primery, templatovou DNA a pfipadné sondy a fluorescencni barvivo. Reakce
probihd v termocycleru a zahrnuje denaturaci dvouvlaknové DNA a nasedani
primert. Samotny pfistroj pro real-time PCR se sklada z cycleru, svételného zdroje
(LED nebo halogenova lampa) a detektoru, ktery zaznamenava vznikajici
flouorescenci (gmarda et al., 2005; Garibyan a Avashia, 2013; Navarro et al., 2015;
Beranek, 2016).

Fluorescence vznikd pomoci interkala¢niho barviva nebo pomoci fluorescencné
znadené sondy. Mezi interkalaéni barviva patii napiiklad SYBR®Green ¢ EvaGreen
a mezi systém vyuzivajici fluorescenéné znacené sondy patii napiiklad TagMan,
Molecular beacon a Scorpions. Nespecificka fluorescence vznika pomoci
interkalacniho barviva. Interkalacni barviva se vazi na kazdou dvouvlaknovou DNA
a je tfeba pocitat s tim, ze dochazi k obarveni amplifikovanych usekit DNA jak
specificky, tak 1 nespecificky vzniklych, proto se doporucuje provadét analyzu
kiivky tani. Vyhodou interkalacniho barviva je zejména jeho relativné nizka cena
ajeho univerzalnost pouziti. Nevyhodou je pomérné rychld fotodegradace a jiz
zminéna nespecifi¢nost (gmarda et al., 2005; Valasek a Repa, 2005; Navarro et al.,

2015).
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Kfivka tani se provadi pouze u nespecificky vzniklé fluorescence (napf.
u SYBR®Green). Béhem analyzy kiivky tani dochazi k postupnému zahiivani vzorku
od 50 °C do 95 °C a pribézné se méfi fluorescence. Béhem denaturace DNA dochazi
k prudkému poklesu fluorescencniho signalu z divodu oddéleni barviva.
Nespecifické fragmenty a self-dimery jsou denaturovany pii nizSich teplotach nez
specificky produkt. Kfivka tani zobrazuje prabéh poklesu fluorescence v zavislosti
na zvySujici se teplot¢ a prudky pokles je zaznamenan pii teploté odpovidajici
hodnoté Tm (teplota tani, melting temperature) (Valasek a Repa, 2005; Navarro
et al., 2015).

Specifickd fluorescence vznika za pouziti fluorescenéné znacCenych sond.
Znacené sondy se specificky vazou k urcitému tuseku uvnitt amplifikovaného useku
DNA. Vlivem této vazby se meéni jeji fluorescencni vlastnosti. Jejich vyhodou je
mnohem vyS§$i specificita. (Beranek, 2016).

Molecular beacon jsou jednofetézcové oligonukleotidové sondy. Maji strukturu
vlasenky. SmycCka vlasenky je komplementarni k dané sekvenci DNA, ktera
se nachazi uvnitf amplifikovaného useku DNA. Konce vlasenky jsou tvoreny
navzajem komplementarnimi useky odliSnymi od sekvence amplifikovaného useku.
Na kazdém z konct téchto komplementarnich tseki se nachazi reportér a zhasec.
Pokud neni sonda v zhybridizovaném stavu, ma svoji vlasenkovou strukturu. Tudiz
je reportér a zhaseC v tésné blizkosti a nedochazi ke vzniku fluorescence. Pokud
dojde k hybridizaci, struktura sondy se zmeéni, reportér a zhaSeC se od sebe
prostorové oddali a dojde ke vzniku flourescence (Tyagi a Kramer, 1996;
Monroy-Contreras a Vaca, 2011; Pandya et al., 2022).

Scorpions primer se sklada ze specifické sekvence, ktera ma konfiguraci
vlasenkové smycky. Vlasenka mé konce k sobé komplementarni. Fluorofor (reportér)
pfipojeny k S'konci je zha&Sen casti pfipojenou k 3’ konci smycky (zhasec).
5" koncova cast primeru je s vlasenkou spojena pres hexyethylenglykol, ktery blokuje
jeji kopirovani. Po elongaci béhem PCR amplifikace je specificka sekvence primeru
schopna se vazat na svilj komplementarni tisek v ramci stejného fet€ézce DNA. Tato
hybridiza¢ni udalost otevira vlasenkovou smycku, takze fluorescence jiz neni
zhasena a je pozorovan nartst signalu (Whitcombe et al., 1999; Thelwell et al.,

2000).
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TagMan systém vyuziva pro detekci a kvantifikaci PCR produktu fluorescencné
znacenych sond. TagMan sondy jsou jednou z nejpouzivangjSich detek¢nich technik
real-time PCR. Oligonukleotidova sonda ma na svém 5" konci fluorescencni znacku,
kterd se nazyva reportér a na 3" konci se nachazi zhase¢. Kdyz je sonda vcelku,
zhaSeC pohlcuje fluorescenci emitovanou reportérem. Béhem amplifikace DNA
useku je sonda rozstépena pomoci nukleazové aktivity Tag polymerazy. V dusledku
toho dojde k prostorovému oddaleni reportéru od zhasece a tim dochazi k navyseni
fluorescence. Vyhodou je, ze se TagMan sondy vazou specificky na cilovou sekvenci
DNA, tim padem nedochazi k detekci nespecifickych produkti. Nevyhodou je
vysoka cena, jelikoz pro kazdou cilovou sekvenci DNA je nutna specifickd sonda
(Smarda et al., 2005; Beranek, 2016; Fattahi et al., 2017). Mechanismus vzniku
flourescence u TagMan real-time PCR je zndzornén na nasledujicim obrazku

(obr. 2).
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Obrizek 2: Schématicka ilustrace TagMan real-time PCR (Gangisetty a Reddy, 2009)

Jednotliva meéfeni fluorescence jsou znazornéna graficky. Pro kazdy vzorek je
graficky vykreslena baseline, coz je kfivka, ktera spojuje hodnoty fluorescence. Tyto
kiivky nasledné protina tzv. threshold. Threshold je pfimka, ktera v prusecicich
s fluorescen¢nimi kfivkami oznacuje pocet cykli. Odectenim poctu cykli na ose x,
které jsou potieba k dosazeni této fluorescence, u jednotlivych vzorka jsou ziskany

hodnoty Ct. Tyto hodnoty jsou poté vyuzity k odvozeni poctu kopii cilové DNA
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ve vzorku. Ct hodnota vzorku, ktery ma dvojnasobné vice kopii cilové DNA, je
o 1 niz§i nez u vzorku s poloviénim poctem cilovych kopii DNA (Rutledge a Cote,
2003; Bustin, 2005; Smarda et al., 2005; Valasek a Repa, 2005; Beranek, 2016).

Grafické znazornéni fluorescence je na nasledujicim obrazku (obr. 3).

Fluorescence

Cycle

Obrizek 3: Grafické znazornéni vysledku real-time PCR (Larionov et al., 2005)

K vyhodnoceni ziskanych dat lze pouzit absolutni ¢i komparativni (relativni)
kvantifikaci. Absolutni kvantifikace se pouziva v pfipadé, Ze je potieba zjistit
skutecny pocet kopii cilové sekvence DNA ve vzorku. Pfed analyzou vzorku je nutné
sestavit fedici fadu o znamé koncentraci. Po analyze jednotlivych fedéni je nutné
sestavit standardni kfivku. Na zékladé standardni kiivky lze vypocitat pocet kopii
cilové sekvence DNA. V piipadé€, kdy je potieba porovnat nékolik vzorkd mezi
sebou a urcit, u kterého vzorku je kopii cilové DNA vice nebo méné€, pouziva
se komparativni kvantifikace (Rutledge a Cote, 2003; Bustin, 2005; Jia, 2012;
Beranek, 2016).

Dale je dulezité oveéfit 1 uCinnost reakce — tzn. kolikrat se znasobi pocet
specifickych sekvenci DNA ve vzorku v kazdém cyklu PCR. V idealnim piipadé
by méla byt u€innost 100 % a nemela by byt nizsi nez 90 %. Pii 100% ucinnosti
se v kazdém cyklu PCR pocet sekvenci ve vzorku zdvojnasobi. Efektivitu reakce lze
vypocitat podle vzorce: E = [10(-1/slope)]-1, kde slope je sklon standardni kfivky
(Rutledge a Cote, 2003; Jia, 2012).

2.8 Klonovani
Klonovani DNA je metoda, kterd umoziiuje namnozeni cilového utseku DNA

za pomoci replikaéniho aparatu zivych bunék (hlavné bakterii) in vivo. Pomoci
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klonovani je mozné namnozit i velmi dlouhé molekuly DNA v zavislosti
na pouzitém vektoru. Vektor je molekula DNA se schopnosti pfijmout cizorodou
DNA. Metoda vyuziva schopnosti malych molekul DNA (tzv. replikont ¢i vektort)
se replikovat. Vektory mohou byt naptiklad plazmidy a viry. V bakteriich jsou
replikovany za pfitomnosti jen kratkého useku své molekuly, tzv. replikatoru.
Jakykoliv tusek DNA integrovany do vektoru je v buiice replikovan, pokud neni
integraci replikator prerusen. Takto muze vzniknout libovolné mnozstvi cilového
useku DNA. Ke klonovani lze pouzit molekuly rizného pavodu. Klon je soubor
identickych bunék odvozenych z jedné bakteridlni kolonie (Russell a Sambrook,
2001; Smarda et al., 2005; Elliott a Elliott, 2009; Beranek, 2016; Brown, 2020).

Klonovani obvykle zahrnuje zédkladni kroky, kterymi je izolace fragmentu DNA,
ktery chceme namnozit, rozstépeni puvodniho vektoru v jednom misté a spojeni
fragmentu DNA s vektorem pomoci liga¢niho enzymu. Déle dochazi k preneseni
vektoru sinzertem (fragmentem DNA) do bakterie a k selekci a namnozeni
bakterialniho klonu (tj. potomstva jedné buriky) obsahujici vektor s inzertem.
Poslednim krokem je izolace DNA vektoru — napf. plazmidu s inzertem nebo viru
s fragmentem cizi DNA (Russell a Sambrook, 2001; Smarda et al., 2005; Beranek,
2016; Brown, 2020).

In vitro v nepatrném objemu nékolika pl se provadeji prvni tfi kroky procesu
klonovani za vyuziti specifickych enzymi. Dalsi kroky klonovani jsou bézné
mikrobiologické a biochemické postupy. Mezi specidlni klonovaci vektory patii
plazmidy a bakteriofagy se selekénimi systémy, které slouzi pro identifikaci klonu
s vektorem a s inzertem. Vysoka ucinnost selekce eliminuje vcelku netcinné prvni
kroky klonovéani a vyrovna fakt, ze vychoziho fragmentu je jen nékolik desitek
molekul a vétSinou se najde alespon jeden klon s integrovanou molekulou fragmentu
DNA ve vektoru. Dale se vlivem rychlého mnozeni bakterii namnozi i fragment
cilové DNA. Klonovani je nezbytnym krokem vSech manipulaci s DNA. Klonovani
ma nevelkou Ucinnost a presnost, 1 pfes to je hojné vyuzivanou metodou (Elliott
a Elliott, 2009; Beranek, 2016; Brown, 2020).

Zakladni struktury klonovacich vektort jsou replikator (tzn. pocatek replikace),
struktury selekéniho systému (nejCastéji geny pro rezistenci k antibiotiku — napft.

ampicilinu), polylinker (tj. uméle vytvofené misto, které lze rozst€pit vicero druhy
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endonukledz) (gmarda et al., 2005; Elliott a Elliott, 2009; Beranek, 2016; Brown,
2020).

Jako vektory pro klonovani se pouzivaji plazmidy, fasmidy, kosmidy,
bakteriofagy, umélé bakterialni, lidské a kvasinkové chromozémy. Plazmidy jsou
malé kruhové molekuly DNA, do kterych se muze inzertovat fragment DNA
az o velikosti 15 kb. Pfirozené v bakterialni burice Casto slouzi jako nositelé gentd
rezistence k antibiotikim. Plazmidy se mnozi v cytoplazmé bakterii z velké Casti
nezavisle na bakterialnim nukleoidu. Replika¢ni mechanismy plazmidi vyuZzivaji
bakterialni enzymy a na plazmidu kodované enzymy. Velka vétSina plazmidovych
vektort je odvozena z pfirozeného malého plazmidu ColE1 (spiSe z jeho derivatu
pMBI1) a mnozi se jen v Escherichia coli. Fasmidy jsou také bakterialni plazmidy,
ale obsahuji navic Casti bakteriofagového genomu. Kosmidové vektory umoziiuji
inzertovat fragmenty az do velikosti 45 kb. Umélé bakteridlni a kvasinkové
chromozomy se pouzivaji pro klonovani velkych fragmentt DNA (Russell

a Sambrook, 2001; Smarda et al., 2005; Beranek, 2016).
2.9 Elektroforéza

Elektroforéza je nazev pro soubor separacnich metod. Elektroforéza je metoda
vyuzivajici k déleni molekul DNA, RNA a bilkovin jejich odlisné pohyblivosti
ve stejnosmémém elektrickém poli. Pohyb molekul nastava v dusledku jejich naboje.
Nukleové kyseliny maji pifirozené zaporny naboj, ktery nesou fosfatové skupiny.
Proto dochazi v elektrickém poli k pohybu k opacné nabité elektrodé — tzn. anod¢.
Rychlost pohybu zavisi na tvaru molekuly, na poméru naboje k hmot¢, a hlavné
na velikosti molekuly. Plati tedy, ze krat$i molekuly migruji rychleji nez molekuly
delsi. Nejcastéji se vyuzivaji gelova elektroforéza, Cipova elektroforéza a kapilarni
elektroforéza (Russell a Sambrook, 2001; Smarda et al., 2005; Lee et al., 2012;
Garibyan a Avashia, 2013; Beranek, 2016).

Gelova elektroforéza vyuziva nejCastéji akrylamidové nebo agarozové gely.
Agar6zové gely se pouzivaji pro separaci molekul o velikosti vys$si nez nékolik set
part bazi a akrylamidové gely pro separaci molekul od 1 bp do 300 bp, ale lze
ido 1000 bp. Elektroforéza na agarézovém gelu je nejucinnéjsi zpusob separace
fragmenti DNA, vyuziva se hlavné po analyze PCR. Agardzovy gel je tvofen siti
ze sdruzenych polymerd. Touto siti prochazeji molekuly DNA podle své velikosti.

Cim je sit’ fidsi, tim vét§i molekuly mohou siti prochazet. Koncentrace se voli
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zpravidla od 0,8 % do 3 % agardzy, da se 1 upravit podle velikosti ocekavaného
produktu. DNA fragmenty vzorku se nanasi do jamek, které se v gelu vytvorily
pomoci tzv. hiebinku. Gel se pienese do elektroforetické vany s pufrem. Elektrické
napéti se voli zpravidla mezi 80-150 V po dobu 1-1,5 hodiny v zavislosti
na pouzitém pufru, koncentraci a objemu pouzitého gelu. Optimalni hodnoty napéti
by mély byt v rozmezi 5-10 V/cm pro nej€astéji pouzivany pufr TBE (Tris-boratovy
pufr). Dale je hojné vyuzivany pufr TAE (Tris-acetatovy pufr) (Smarda et al., 2005;
Lee et al., 2012; Beranek, 2016).

Pti gelové separaci DNA a RNA je potieba pouzit velikostni markery (laddery).
Pomoci nich lze co nejpresnéji urcit velikost analyzovaného produktu, jelikoz marker
obsahuje fragmenty o presné definované velikosti. Jejich rozsah je dan vyrobcem.
Kazdy fragment markeru ma také jinou koncentraci (silu) a tim mohou pomoci
odhadnout koncentraci produktu (Russell a Sambrook, 2001; Smarda et al., 2005;
Lee et al., 2012).

DNA a RNA fragmenty analyzované na gelové elektroforéze je tieba zviditelnit
vhodnym interkala¢nim cCinidlem. Nej¢astéji pouzivanym barvivem je ethidium
bromid, SYBR®Green, GelRed, SYBR®Gold a dalsi. Interkala¢ni ¢inidlo se ptidava
ptfimo do gelu nebo 1ze gel obarvit po elektroforéze. Zobrazeni vysledka se provadi

pomoci UV zafeni (Smarda et al., 2005; Garibyan a Avashia, 2013; Beranek, 2016).
2.10 Budoucnost

V dnesni dobé jsou na vrcholu molekularni metody, které se nyni nejvice vyuzivaji
k detekci parazitarnich patogend. Mezi né se fadi PCR a jeji modifikace — napf.
real-time PCR je v dnesni dobé hojné vyuzivanou detekéni metodou. V budoucnu
muze dochazet ke zdokonalovani téchto metod. Budoucnost detekénich metod
pro stievni parazity také spociva napi. v POCT (tj. v dostupnosti a pfistupnosti testt
v misté¢ péce) a novych metodach sekvenovani treti a Ctvrté generace. VcEasné
odhaleni pomoci POCT muze dramaticky zlepsit klinické vysledky u potencialné
fatalnich infekci. Do budoucna bude kladen diraz na vyvinuti novych, nakladové
efektivnéjsich a technicky jednodussich molekularnich testt, které budou vhodné
pro Sirokou implementaci. Pozornost bude zaméfena 1 na zjednoduSeni pripravy

vzorku pro analyzu (Momcilovi¢ et al., 2019).
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3 Cil prace a vyzkumné otazky

3.1 Cil prace

Hlavnim cilem této diplomové prace je optimalizovat metodu TagMan real-time
PCR, nalezeni specifickych primert a sond pro detekci stfevnich paraziti jako je
Spironucleus muris, Tritrichomonas muris a Giardia muris s vyuzitim védeckych
publikaci. Dal§imi cili jsou verifikace na vzorcich bukalnich stéra, biopsii ze stfevni
tkané a exkrementl, stanoveni specificity TagMan real-time PCR a stanoveni
detekCnich limitd. Poslednim cilem je porovnani vhodnosti jednotlivych typu

biologickych materiald k analyze metodou TagMan real-time PCR.

3.2 Vyzkumné otazky

1. Jsou primery a sondy druhové specifické pro jednotlivé stievni parazity?

2. Jaké jsou detekcni limity pro jednotlivé eseje metody TagMan real-time PCR?

3. Jsou vSechny typy biologickych materiall stejné vhodné pro analyzu metodou

TagMan real-time PCR pro detekci stievnich paraziti?
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4 Material a metody

4.1 Izolace DNA

K izolaci byl pouzit komercni kit RIDA®Xtract 13-10-08 (R-Biopharm AG,
Némecko). Timto komercnim kitem bylo izolovano vice typua biologického materialu
urceného k izolaci DNA — bukalni stéry, biopsie ze stfevni tkan¢ a exkrementy.

4.1.1 Priprava vzorku pro izolaci DNA a lyze bunék

Reak¢ni mikrozkumavky typu Eppendorf byly pfed pouzitim stoCeny par sekund
v MyFuge (Benchmark Scientific, USA), aby mikrokulicky obsazené v nich sesedly
a nedoslo k jejich ztraté po otevieni mikrozkumavky.

Pro izolaci DNA z bukalnich stérd bylo do reakéni mikrozkumavky pfidano
400 ul Dilution Buffer. Do této reak¢ni smeési byly umistény bukalni stéry. Odbérova
souprava na bukalni stéry obsahuje sterilni dakronovy tampon na plastové tycCince
uzavieny v transportnim obalu. Pomoci tohoto tamponu bylo provedeno promichani.
Dale byla ustfizena plastova tyCinka s tamponem tak, aby se daly reakcni
mikrozkumavky zavfit. Dal§im krokem byla inkubace ptfi 37 °C po dobu 10 minut
a s tfepanim pii rychlosti 500 rpm v termobloku TS-100 (Biosan, LotySsko), dale
se zvedla teplota na 65 °C a pii této teploté byla provedena inkubace po dobu
10 minut s tfepanim pfii rychlosti 500 rpm. Pomoci Cisté pinzety byly vyjmuty
tampony (po kazdém vyjmutém tamponu se provedlo fadné oci§téni pomoci
ethanolu). Lyze bunék se provedla pii 95 °C po dobu 10 minut a s tfepanim
pfi rychlosti 500 rpm.

Pro izolaci DNA z biopsie ze stievni tkané bylo pfemisténo 1-10 mg tkané
do reakéni mikrozkumavky a pifidalo se 400 pl Dilution Buffer. Vzorky
byly zvortexovany na Bio Vortex VI (Biosan, LotySsko) a byly vlozeny
do termobloku na 60 minut, 56 °C a bylo zapnuto tfepani pii rychlosti 500 rpm. Dale
byla teplota zvySena na 95 °C po 10 minut a byla provedena centrifugace
pti 12 000 otaCkach/minutu po dobu 1 minuty v centrifuze Centrifuge 5804 R
(Eppendorf, Némecko).

Pro izolaci DNA ze stolice bylo prvné potieba zfedit stolici 1:3 s destilovanou
vodou, zvortexovani po dobu 30 vtefin a centrifugace pii 2000 otackach/minutu
po dobu 3 minut. 200 pl supernatantu bylo pfeneseno do reakéni mikrozkumavky

apridalo se 200 ul Dilution Buffer. Dale byly vzorky zvortexovany po dobu
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10 vtefin. Vzorky byly inkubovany v termobloku pii 37 °C po dobu 10 minut
a s tfepanim pii rychlosti 500 rpm.
4.1.2 Adsorpce DNA na membranu, promyvani a eluce
Ke vzorkiim se pfidalo 400 ul Binding Solution a vzorky byly zvortexovany. Kazdy
vzorek byl prepipetovan do Spin filtru vlozeného do sbérné zkumavky a byla
provedena inkubace pii pokojové teploté po dobu 1 minuty. Déle byla provedena
centrifugace (pii 12 000 otackach/minutu pro bukalni stéry a biopsie ze stfevni tkane,
10 000 otackach/minutu pro stolici) po dobu 2 minut. Sbérné zkumavky byly
vymeénény za nové a do Spin filtru se pfidalo 500 pl Wash Buffer 1. Nasledné byla
provedena centrifugace (pii 12 000 otackach/minutu pro bukalni stéry a biopsie
ze stievni tkan€, 10000 otackach/minutu pro stolici) po dobu 1 minuty. Opét
se provedla vymeéna sbérnych zkumavek a ke Spin filtru bylo pfidano 700 pul Wash
Buffer 2. Vzorky byly stoeny (pifi 12 000 otackach/minutu pro bukalni stéry
a biopsie ze stfevni tkané, 10 000 otackach/minutu pro stolici) po dobu 1 minuty.
Déle se vyménily sbérné zkumavky za nové a byla provedena centrifugace
,,ha sucho pfi 12 000 otackach/minutu po dobu 4 minut. Spin filtr byl pfemistén
do 1,5ml eluéni mikrozkumavky, pifidalo se 60 pl Elution Buffer predehratého
na 65 °C (pro stolici na 80 °C) pfimo na membranu Spin filtru. Vzorky se nechaly
inkubovat pfi pokojové teplot¢ 3 minuty. Na zavér byly vzorky stocCeny
pfi 12 000 otackach/minutu po dobu 1 minuty. Béhem centrifugace se do elu¢ni
mikrozkumavky uvolnil izolat — DNA.

Cistota a koncentrace vyizolované DNA byla zméfena na spektrofotometru

NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, USA) a nasledné uchovana pii teploté - 20 °C.

4.2 TaqMan Real-time PCR

Real-time PCR byla provedena na pfistroji QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems
— Life Technologies, USA) a analyza dat byla vypracovana v softwaru
pro QuantStudio 6 Flex — QuantStudio Real-Time PCR System v1.3. Tvorba grafu
a zpracovani dat pro vytvoreni standardni kiivky a dal§i analyzu bylo provedeno
v tabulkovém procesoru Microsoft Excel (Microsoft, USA).

Pro TagMan real-time PCR byly pouzity primery a sondy navrzené v programu
Primer Express™ Software v3.0.1 pro geny kodujici malou podjednotku ribozomu
(rRNA) u S. muris, pro gen kodujici 5.8S rRNA u T. muris a pro gen kodujici 168S,
23S a 5.8S rRNA u G. muris (Stehlikova, nepublikovano). Pouzité sondy jsou typu
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FAM-BHQI1 (Stehlikova, nepublikovano). Syntéza primert a sond byla uskute¢néna
firmou Generi biotech. Sekvence primerd a sond jsou uvedeny v nasledujici

tabulce (tab. 1).

Tabulka 1: Sekvence primera a TagMan sond (Stehlikova, nepublikovino)

Strevni
parazit Typ Sekvence

Forward primer |5'-CGCGGTAATTCCATCACTGA-3’

S. muris |Reverse primer |5'-GGCGGCTACGAGCGTTTTA-3’

TagMan probe |6FAM-5"-TTCGGCTGAGCACTC-3'-BHQ-1

Forward primer |5'-CGACAAGTTCGATCTTTGAATGC-3’

T. muris |Reverse primer |5'-CCATATATGCGTGTCAAAGCAGAA-3’

TagMan probe |6FAM-5"-TATTGCGCGCCGTCG-3'-BHQ-1

Forward primer |5'-GACGGCTCGGTACAACG-3’

G. muris |Reverse primer |5'-CTCTTGAGCACTCGTCTTGG-3’

Primery jsou specifické a ohranicuji fragmenty DNA o velikosti 63 bp pro S. muris,
65 bp pro T. muris a 89 bp pro G. muris.

Slozeni reakcéni smési pro jeden vzorek pro TagMan real-time PCR je uveden
v nasledujici tabulce (tab. 2). Pro kazdou reakci byla pouzita negativni kontrola, tedy

neobsahovala zadnou DNA, ostatni slozky smési byly zachovany ve stejnych

objemech.
Tabulka 2: SloZeni reakéni smési pro real-time PCR
Reagencie Objem (ul)

Master Mix Light Cycler 480 probes master (Roche, CZ) 7
PCR H>O Light Cycler 480 probes master (Roche, CZ) 1,2
Forward primer o koncentraci 10 uM (Generi biotech, CZ) 0,3
Reverse primer o koncentraci 10 uM (Generi biotech, CZ) 0,3
TagMan probe o koncentraci 10 uM (Generi biotech, CZ) 0,2

DNA templat 1
Celkovy objem (ul) 10

Reakce byla provedena se zménou teplot 1,6 °C/s a v 45 cyklech (tzn. opakovani fazi
2-3 45x dle tab. 3). Teploty a trvani jednotlivych fazi jsou uvedeny v nasledujici
tabulce (tab. 3).
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Tabulka 3: Reak¢ni cyklus pro TagMan real-time PCR

Faze Teplota (°C) Cas
1. Hold stage 95 10 minut
Denaturace 95 15 vtefin
3. Annealing 57 1 minuta

Pro stanoveni poctu kopii DNA v templatu se vyuzivaji standardy o pfesné zname
koncentraci. Pro patogeny S. muris, T. muris a G. muris nebyly k dispozici standardy,
proto byla pouzita metoda klonovani (viz dale) pro zisk standardd o piesné znamé
koncentraci, které byly dale vyuzity pro vytvoreni fedicich fad a nasledné
standardnich kiivek. Vyizolované pozitivni vzorky (na jednotlivé parazity) nebylo
vhodné pouzit pro fedici fadu, jelikoZ neobsahuji pouze DNA jednotlivych paraziti,
ale 1 dal§i DNA — neni tedy znama piesna koncentrace kopii DNA pro jednotlivé
parazity.

Pro vytvoreni fedici fady a =zisk standardni kiivky byly pouzity
standardy — izolaty plazmidi, do kterych byly vlozeny fragmenty DNA pomoci
metody klonovani. Ziskany standart pro S. muris mél pocateéni koncentraci
330 ng/ul, standart pro 7. muris mel pocateCni koncentraci 94 ng/ul a standart
pro G. muris mél pocateCni koncentraci 166 ng/ul. Koncentrace standardi byla
zmeéfena na spektrofotometru NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, USA).

Standardy byly rozifedény pomoci desitkového fedéni do fedici fady v poméru
18:2 — 18 ul Ultra H20O : 2 pul DNA templatu. Jednotlivé fedici fady byly analyzovany
metodou TagMan real-time PCR pfi pouziti primerd a sond uvedenych v tab. 1.
Za pomoci fedici fady standardi byly vytvoreny standardni kiivky.

Specificita jednotlivych eseji byla otestovana pomoci 9 izolatd plazmidové DNA
pfipravenych klonovanim pro rtzné druhy paraziti. Pocatecni koncentrace je

uvedena v tab. 4. Izolaty byly natfedény 1:9 DEPC H»O.
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Tabulka 4: Izolity plazmidové DNA pouZité pro testovani specificity

Izolaty plazmidové DNA | Koncentrace (ng/ul)
Spironucleus muris 394
Cryptosporidium spp. 249
Tritrichomonas muris 236
Giardia muris 215
Myobia musculi 162
Syphacia obvelata 214
Chilomastix spp. 293
Hexamastix spp. 276
Eimeria spp. 165
Syphacia muris 169

Pro verifikaci metody a porovnani bylo pouzito 22 izolati DNA z bukalnich stérq,
biopsii ze stfevni tkan¢ a exkrementl. Vzorky byly ziskany z oblasti
predpokladaného vyskytu S. muris, T. muris a G. muris.

4.3 Klonovani

Pro patogeny S. muris, T. muris a G. muris byla pouzita metoda klonovani pro zisk
standardd o presné znamé koncentraci, které byly dale vyuzity pro vytvoreni fedicich
fad a nasledné standardnich kiivek. Pro tento ucel byly vyuzity plazmidové vektory
TOPO TA Cloning®Kit pCR®4-TOPO®Vector (Invitrogen by Thermo Fisher
Scientific, USA) vlozené do bakterie Escherichia coli.

4.3.1 Hot start PCR

Po izolaci DNA bylo potieba ziskat fragment DNA, ktery se vkladal do plazmidu
E. coli. Ziskani a amplifikace fragmentu byla provedena za pomoci metody hot start
PCR. Pro amplifikaci DNA byl pouzit termocykler Biometra TAdvanced 60G
(Analytik Jena, Némecko). Primery pro hot start PCR byly pouzity stejné jako
pro real-time PCR (viz tab. 1). Slozeni reak¢ni smési hot start PCR pro kazdy vzorek

je popsano v nasledujici tabulce (tab. 5).
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Tabulka 5: SloZeni reakce — Hot start PCR

Reagencie Objem (ul)
OneTaq® Hot Start Quick-Load® 2X‘Master Mix with Standard 125
Buffer (New England Biolabs, USA) ’
PCR Ultra H2O (Top-Bio, CZ) 9,5
Forward primer o koncentraci 10 uM (Generi biotech, CZ) 1
Reverse primer o koncentraci 10 uM (Generi biotech, CZ) 1
DNA templat 1
Celkovy objem (ul) 25

Pro kazdou reakci byla pouzita negativni kontrola, tedy neobsahovala zadnou DNA,
ostatni slozky smeési byly zachovany ve stejnych objemech. Reak¢ni cyklus byl

proveden dle nasledujici tabulky (tab. 6). Kroky 2—4 se opakovaly 35x.

Tabulka 6: Reakéni cyklus — Hot start PCR

Teplota Cas
Faze (9] (minuty)
1. Pocatecni denaturace 94 5
2. Denaturace 94 1
3. Annealing 57 1
4. Elongace 68 0,5
5. Zavérecna elongace 68 5
6. Chlazeni 4 )

4.3.2 Vizualizace fragmentu DNA - Elektroforéza

Vizualizace produkti hot start PCR reakce byla provedena za pomoci gelové
elektroforézy. Elektroforéza se provedla na 2% agardzovém gelu. 2 % agardzovy gel
byl pfipraven smichanim 2 g agardézy a 100 ml Ix TBE pufru (Tris-boratového
pufru). Tato smés byla zahfivana, dokud nebyla smés zcela rozpusténa. Jako
interkalacni barvivo bylo pouzito 4 pl Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, USA).
Pripraveny gel byl prelit do drzaku gelu s t€snénim a hiebinky. Az byl gel zcela
ztuhly, bylo odstranéno tésnéni a hiebinky. Dale byl gel prendan do elektroforetické
vany. Do jednotlivych vzniklych §térbin bylo napipetovano 17 ul vzorku. Do prvni
Stérbiny byl napipetovan velikosti marker — 100 bp DNA ladder (New England
BioLabs, USA), aby bylo mozné porovnani velikosti fragmentd DNA. Pro separaci
bylo pouzito nastaveni na 120 V po dobu 40 minut. Gel byl vyhodnocen za pomoci

UV transiluminatoru se snimacim kamerovym systémem InGenius 3 (Syngene,
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Velka Britanie). Vizualizace fragmenti DNA byla provedena z divodu vybéru
nejlepsiho vzorku.

4.3.3 Precisténi PCR produktu z gelu

K precisténi byl pouzit komercné dostupny kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
(MACHEREY-NAGEL, Némecko). Jedna se o precisténi PCR produktu za pomoci
kolonek — podobné jako pro izolaci DNA.

Z agardzového gelu byly vyfiznuty pomoci skalpelu gelové blocky s obsahem
fragmentu DNA a byly umistény do mikrozkumavek typu Eppendorf.
Do mikrozkumavek ke gelu byl pfidan NTI roztok z kitu v poméru 1:2 (na 100 mg
gelu bylo pouzito 200 ul NTI) a dale se rozpustil gel s NTI roztokem v termobloku
pii 50 °C po dobu 10 minut a s tfepanim pii rychlosti 500 rpm. Po 10 minutach byl
gel kompletné rozpustén. Rozpusténé gely s fragmenty DNA byly pfemistény
do kolonek se sbérnou zkumavkou a byly centrifugovany v centrifuze Centrifuge
5804 R (Eppendorf, Némecko) po dobu 1 minuty pii 11 000 otackach/minutu.
Ze sbémych zkumavek byl odstranén obsah a pfidalo se do kolonky 700 pl NT3
pufru. Opét probéhla centrifugace po dobu 1 minuty pii 11 000 otackach/minutu
a byl odstranén obsah ze sbérnych zkumavek. Krok centrifugace (po dobu 1 minuty
pii 11 000 otackach/minutu) byl zopakovan pro odstranéni zbytkd NT3 pufru, ktery
obsahuje alkohol a jehoz zistatek by mohl ovlivnit enzymatické reakce. Kolonky
byly pfemistény do elu¢nich 1,5ml mikrozkumavek a byl kladen diraz na to, aby
kolonky nepfisly do styku s obsahem ve sbémych zkumavkach. Dale bylo piidano
30 Wl NE pufru predehiatého na 70 °C pifimo na membranu a byla provedena
inkubace pfi pokojové teploté po dobu 1 minuty. Pfi centrifugaci po dobu 1 minuty
pii 11 000 otackach/minutu byl do eluéni mikrozkumavky uvolnén precistény PCR
produkt.

4.3.4 Klonovani TOPO
Ke klonovani byl pouzit kit TOPO TA Cloning®Kit pCR®4-TOPO®Vector
(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, USA).

V prvnim kroku klonovani byla pfipravena klonovaci reakéni smes obsahujici
pro kazdy DNA fragment (pfeciStény PCR produkt) 0,5 pl Salt solution a 0,5 pl
TOPO vector. Tato smés byla rozpipetovana po 1 pl do 0,2ml mikrozkumavek
a do kazdé byl pridan precistény PCR produkt o objemu 2 ul. Déle bylo provedeno
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kratké zvortexovani a stoCeni a inkubace pfi pokojové teploté po dobu 20 minut.
Témito kroky se provedlo zabudovani fragmentu DNA (inzertu) do vektoru.

V dal$im kroku byly pouzity buiky Mach1™ T1 Phage-Resistant Chemically
Competent E. coli (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, USA). K butikam E. coli,
které se umistily na led, bylo pfidano 2 pl klonovaci reak¢ni smeési a smés byla jemné
promichana. Po promichani byla smés ihned umisténa na led a nechala se inkubovat
30 minut. Nasledné byl proveden tepelny Sok v termobloku pii 42 °C po dobu
30 vtefin. Dale byly zkumavky okamzit€¢ preneseny na led po dobu 1 minuty.
Nasledujicim krokem bylo pfidani 250 pl S.O.C. média (Invitrogen by Thermo
Fisher Scientific, USA) vytemperovaného na pokojovou teplotu. Zkumavky byly
tfepany v tfepacce po dobu 1 hodiny pii 37 °C.

Jako zivné médium pro rist bakterii E. coli s inzertem byl pouzit LB agar
s ampicillinem (AMP) Fast-Media® Amp Agar (InvivoGen, USA). Obsah sacku
uréeny pro piipravu LB agaru s AMP se presypal do Cisté sklenéné nadoby o objemu
500 ml a pfidalo se 200 ml destilované vody. Mikrovinna trouba se nastavila
na stfedni ohfev a provedlo se zahfivani po dobu 2-3 minut, dokud se nezacaly
objevovat bubliny. Dale bylo médium promichano a znovu zahfivano po dobu
30 vtefin. Médium se znovu promichalo. Poté bylo zivné médium rozdéleno
do Petriho misek v biohazard boxu pro zajisténi sterility. Zivné médium se nechalo
dostate¢né ztuhnout. Pro kazdy vzorek (S.0.C. médium s buikami E. coli
s vektorem) byly pfipraveny 2 Petriho misky s LB agarem s AMP. Na kazdou
Petriho misku s LB agarem s AMP bylo naneseno 70 ul vzorku, ktery byl
rovnomeérné rozetfen. Takto pfipravené Petriho misky byly inkubovany bez pfistupu
svétla otocené dnem vzhtru pii 37 °C do druhého dne (cca 18 hodin).

Druhy den bylo z kazdé Petriho misky vybrano po 2 koloniich. Kazda kolonie
byla prenesena do tekutého média (4 ml LB liguid médium s AMP ve falkonach).
Falkony se umistily do tfepacky témét ve vodorovné poloze s pootevienymi vicky.
Takto byly kultivovany po dobu 24 hodin a pti 37 °C.

Treti den byly falkony centrifugovany po dobu 5  minut
pii 3 000 otackach/minutu. Médium se odlilo, aby zistal jen pelet. K izolaci
plazmidu byl pouzit kit GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, USA).
Pelet byl resuspendovan v 250 ul resuspendacniho roztoku a prepipetovan do 1,5ml

mikrozkumavek. Do mikrozkumavek bylo pfidano 250 pl lyzacniho roztoku
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a mikrozkumavky byly promichany oto¢enim dnem vzhiru (4-6x), dokud se obsah
mikrozkumavek nestal viskoznim a ¢irym. Poté se k obsahu mikrozkumavek ptidalo
350 ul neutralizaéniho roztoku a opét bylo provedeno promichéni otoCenim
mikrozkumavek dnem vzhtru (4-6x). Dale byla provedena centrifugace po dobu
5 minut pifi 12 000 otackach/minutu. Supernatant byl pfepipetovan do GeneJET spin
kolonek se sbérnou zkumavkou a nasledné byla provedena centrifugace po dobu
I minuty pii 12 000 otackach/minutu a poté byl odstranén obsah ze sbérnych
zkumavek. V nasledujicim kroku bylo do kolonky pfidano 500 ul promyvaciho
roztoku a opét byla provedena centrifugace po dobu 1 minuty
pii 12 000 otaCkach/minutu a odstranéni obsahu sbérmé zkumavky. Tento promyvaci
krok byl zopakovan. Nasledné bylo provedeno stoCeni ,,na sucho™ po dobu 1 minuty
pii 12 000 otackach/minutu. Kolonka byla vyjmuta ze sbérné zkumavky a byl kladen
diraz na to, aby nepfiSla do kontaktu s obsahem ve sbérné zkumavce. Kolonka
se umistila do 1,5ml elu¢ni mikrozkumavky a pfimo na membranu se aplikovalo
50 ul eluéniho pufru predehiatého na 70 °C. Poté byla provedena inkubace
pii pokojové teploté po dobu 2 minut. Na zavér se provedla centrifugace po dobu
2 minut pi1 12 000 otackach/minutu.

Kontrola vysledku klonovani byla provedena pomoci metody hot start PCR
(vizvySe). Pro hot start PCR se pouzily prvné primery M13, pomoci nichz bylo
zjisténo, zda izolat ziskany pfedchozimi kroky obsahuje plazmid nebo nikoliv. Pro
primery M13 byl reakéni prubéh dle nasledujici tabulky (tab. 7). Slozeni reak¢ni

smési a pocet cykla byl zachovan.

Tabulka 7: Reakéni cyklus — Hot start PCR pro primery M13

Teplota Cas
Faze (°C) (minuty)
1. PocateCni denaturace 94 5
2. Denaturace 94 1
3. Annealing 55 1
4. Elongace 68 1
5. Zaverecna elongace 68 5
6. Chlazeni 4 )

Nasledné byla provedena hot start PCR se specifickymi primery pro DNA fragmety
(zvlast pro S. muris, T. muris a G. muris, primery jsou uvedené v tab. 1), pomoci

kterych bylo provedeno ziskani DNA fragmentt pro klonovani. Pribéh reakce hot
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start PCR byl dle tab. 6. Produkty hot start PCR byly vizualizovany pomoci gelové
elektroforézy (viz vySe). Izolaty bez plazmidu a bez pozadovaného DNA fragmentu
byly vytazeny. Dale byla zméfena koncentrace plazmidové DNA pomoci
spektrofotometru NanoDrop (Thermo Fisher Scientificc, USA) a byly vybrany
nejlepsi izolaty vhodné pro sestaveni fedici fady pro real-time PCR. Vzorky

plazmidové DNA byly nasledné uchovany pii -20 °C.
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S Vysledky

5.1 Kilonovani - standardy pro real-time PCR
Pomoci klonovani byly ziskany standardy pro sestaveni fedici fady potiebné
pro absolutni kvantifikaci metody real-time PCR.

Pro klonovani byly ziskany fragmenty DNA pomoci metody hot start PCR
s primery uvedenymi v tab. 1. Vizualizace PCR produktu byla provedena pomoci

gelové elektroforézy (obr. 4).

Ladder100bp NK 811 SM 1507 SM 1505SM  NK  814TM 8ISTM 816 T™M

Ladder100bp NK 75GM 76 GM

Obrazek 4: Vizualizace PCR produktu pomoci gel. elektroforézy — S. muris, T. muris, G. muris

Pro klonovani byly vybrany PCR produkty 811 SM a 1505 EX SM pro DNA
fragment S. muris, 814 TM a 816 TM pro DNA fragment 7. muris a 75 GM a 76 GM
pro DNA fragment G. muris. OznaCeni PCR produktd SM, TM a GM jsou zkratky
pro jednotlivé parazity — tj. SM jako S. muris, TM jako T. muris a GM jako G. muris.
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Kontrola vysledku klonovéani byla provedena pomoci metody hot start PCR,
ktera probéhla prvné s primery M13, pomoci nichz byl zjistén obsah plazmidu.
Produkty hot start PCR byly opét vizualizovany pomoci gelové elektroforézy
(obr. 5).

Ladder100bp NK 811 SM 811 SM 2x 1505SM 814 TM 816 TM 816 TM 75 GM 76 GM

Obrazek 5: Vizualizace PCR produkti pomoci gelové elektroforézy — primery M13
Dle vysledku gelové elektroforézy vSechny testované vzorky obsahuji plazmidovou
DNA.
Nasledné byla provedena hot start PCR se specifickymi primery pro DNA
fragmety (zvlast pro S. muris, T. muris a G. muris), pomoci kterych probehlo ziskani
DNA fragment pro klonovani. Opét byly produkty hot start PCR vizualizovany

pomoci gelové elektroforézy (obr. 6).

L.100bp NK 811 SM 811 SM 2x 1505SM NK 814 TM 816 TM 816 TM NK 75 GM 76 GM

Obrizek 6: Vizualizace PCR produkti pomoci gelové elektroforézy — specifické primery
Dle vysledku gelové elektroforézy vsechny testované vzorky obsahuji inzertovany
fragment DNA. Klonovani probéhlo uspé€sné a u vzorkli byla zméfena koncentrace

DNA (viz tab. 8) a byly vybrany vzorky pro sestaveni fedici fady (viz dale).

47



Tabulka 8: Koncentrace DNA klonu

Koncentrace
Poradi | Parazit | Puvodni vzorek (ng/ul)
1 S. muris 811 stér 394
2 S. muris 1505 EX 350
3 S. muris 1505 EX 330
4 T. muris 814 stér 94
5 T. muris 816 stér 236
6 T. muris 816 stér 181
7 G. muris 76 stér 178
8 G. muris 76 stér 166
9 G. muris 75 stér 215

5.2 Real-time PCR - Spironucleus muris

Senzitivita a u¢innost detekcni metody real-time PCR pro S. muris byla testovana
pomoci fedici fady klonu S. muris. Obr. 7 znazoriuje amplifikacni kfivky fedici fady
klonu S. muris (ozn. jako SM) o koncentraci 330 ng/ul. Koncentrace DNA v fedénich
je nasledujici: SM1 = 33,0 ng/ul, SM2 = 3.3 ng/ul, SM3 = 3,3x10"" ng/ul,
SM4 = 33x102 ng/ul, SM5 = 3,3x10% ng/ul, SM6 = 33x10* ng/ul
a SM7 =3,3x10” ng/pl.

Redici fada klonu S. muris
5500 000 -~
5000 000 4
4500 000 -
4000 000 -

3500 000 -

Fluorescence

3000 000 -

2500 000 H

2000 000 H

1500 000 — —————
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45

Ct

e N K SM SM1 SM2 SM3 SM4 SM5 SM6 SM7

Obrazek 7: Amplifikacni kiivky Fedici Fady Klonu S. muris
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Nejnizsi koncentrace DNA, pii jejiz amplifikaci fluorescence piekrocila threshold,
byla 3,3x10% ng/ul (tj. fedéni SM7) a prah detekce byl piekroden ve 26. cyklu.
Detek¢ni limit, tj. minimalni koncentrace cilové DNA, ktera musi byt pfitomna
ve vzorku, aby doSlo k detekovatelné amplifikaci, byl stanoven pravé na tuto
koncentraci.

V dal§im kroku byl wvypocitan pocet kopii DNA/ul pro klon S. muris
o koncentraci DNA 330 ng/ul podle nasledujiciho vzorce (1). Pocet kopii DNA/ul je
potfeba k sestaveni standardni kiivky, pomoci které je stanovena ucinnost reakce
real-time PCR.

konocentrace DNA [ng /ul] * 6,022 x 10%3
délka templatové DNA [bp] * 1 = 10° * 660

= pocCet kopii DNA /ul

ey

330 * 6,022 = 10%3
4700000 * 1 x 10° * 660

= 64063890 = 6,4 * 107 kopii DNA/ul

Z vysledka tedici fady a vypocétu poctu kopii DNA/ul byla sestavena tab. 9, ktera
byla dale vyuzita pro sestaveni standardni kiivky. Z hodnot tab. 9 byl sestaven graf
(obr. 8).

Tabulka 9: Redici ¥ada klonu S. muris — sestaveni standardni k¥ivky

5 Log poctu

Redéni | Pocet kopii DNA/ul | kopii DNA/ul Ct
1000000x 6,4x10! 1,81 25,5
100000x 6,4x10% 2,81 23,9
10000x 6,4x10° 3,81 22,0
1000x 6,4x10* 4,81 18,2
100x 6,4x10° 5,81 12,9
10x 6,4x10° 6,81 9,2
1x 6,4x107 7,81 5.8
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Standardni krivka S. muris

26 -
e
21 -
...
e y =-3,2143x + 28,476
- R? = 0,9992
- e,
11 4 o
“e..
6 T .
.
1 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Log poctu kopii DNA/ul

Obrazek 8: Standardni krivka Fedici fady Klonu S. muris
Pro vypocet ucinnosti reakce real-ttme PCR byl pouzit nasledujici vzorec (2).
Hodnota ucinnosti reakce byla vypocitana ze sklonu standardni kiivky (tj. slope),
ktery byl ziskéan z grafu (obr. 6).
E = 10(—1/slope)
2)
slope = —3,4857
E = 10(-1/-34857)
E = 1,93592
%E = (E—1) %100
%E = 93,6 %
Hodnota tucinnosti reakce byla stanovena na 93,6 %. Hodnota korelacniho
koeficientu linearni regrese (tj. R?) pro odhad spolehlivosti reakce byla stanovena
na 0,9746. Spolehlivost reakce je tedy pomérné vysoka.
Testovani specificity probéhlo pomoci 9 ptibuznych paraziti. K amplifikaci
DNA doslo pouze u izolati DNA S. muris. Nedoslo k amplifikaci DNA ani u velice
piibuznych organisma jako je T. muris a G. muris. Proto byly primery vyhodnoceny

jako specifické pro parazita S. muris.
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5.3 Real-time PCR - Tritrichomonas muris

Senzitivita a uinnost detekéni metody real-time PCR pro 7. muris byla testovana
pomoci fedici fady klonu. Obr. 9 znazoriuje amplifikaéni kiivky fedici fady klonu
T. muris (ozn. jako TM) o koncentraci 94 ng/ul. Koncentrace DNA v fedénich je
nasledujici: TM1 = 9,4 ng/ul, TM2 = 9.4x10" ng/ul, TM3 = 9,4x10 ng/ul,
TM4 = 9,4x10° ng/ul, TM5 = 94x10* ng/ul, TM6 = 9,4x10° ng/ul,
TM7 =9,4x10° ng/ul, TM8 = 9,4x107" ng/ul a TM9 = 9,4x10°® ng/ul.

Redici fada klonu T, muris

6000000 A
5500000 A
5000000 A
4500000 -
4000 000 -
3500000 A
3000000 A
2500000 A
2000000 A
1500 000 4
1000 000

Fluorescence

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45
Ct

NK ™ T™M1 T™2 T™3 T™M4

TM5 T™M6 ™7 TM8 e TIVI9

Obrazek 9: Amplifikacni kiivky Fedici Fady klonu 7. muris

Nejnizsi koncentrace DNA, pii jejiz amplifikaci fluorescence piekrocila threshold,
byla 9,4x10°8 ng/ul (tj. fedéni TM9) a prah detekce byl piekrocen ve 35. cyklu.
Detekeni limit byl stanoven na tuto koncentraci.

Dale byl vypocitan pocet kopii DNA/ul pro klon 7. muris o koncentraci DNA

94 ng/ul podle vzorce 1 (viz vySe).
konocentrace DNA [ng /ul] * 6,022 x 10?3
délka templatové DNA [bp] * 1 = 10° * 660

94 % 6,022 x 10%3

4700000 * 1 x 10° * 660

= pocCet kopii DNA /ul

= 18248502 = 1,8 x 107 kopii DNA/ul
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Z vysledka fedici fady a vypoctu poctu kopii DNA/ul byla sestavena tab. 10, ktera
byla dale vyuzita pro sestaveni standardni kfivky. Z hodnot tab. 10 byl sestaven graf
(obr. 10).

Tabulka 10: Redici ¥ada klonu T. muris — sestaveni standardni kiivky

5 Log poctu
Redéni Pocet kopii DNA/ul | kopii DNA/ul Ct
1000000000x 1,8x10? -1,74 34,7
100000000x 1,8x107! -0,74 30,9
10000000x 1,8x10° 0,26 27.0
1000000x 1,8x10! 1,26 23.6
100000x 1,8x10? 2.26 19,9
10000x 1,8x10° 3,26 16,9
1000x 1,8x10* 4,26 13,4
100x 1,8x10° 5,26 11,5
10x 1,8x10° 6,26 8,0
1x 1,8x107 7,26 45
Standardni krivka T. muris
36
31 .
o y = -3,3133x + 29,002
26 R = 0,9987
o-..
4+ 2 .
(@] .
16 .
11 '0
o
6 : .
o
1 T T T T T L] T T T 1
-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Log poctu kopii DNA/ul

Obrazek 10: Standardni kfivka Fedici Fady klonu 7. muris

Pro vypocet tcinnosti reakce real-time PCR byl pouzit vzorec (2). Hodnota t¢innosti
reakce byla vypocitana ze sklonu standardni kiivky (tj. slope).
E = 10(—1/slope)
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slope = —3,2921
E = 10(-1/-32921)
E =2,01260
%E = (E—1) %100
%E =101 %
Hodnota ucinnosti reakce byla stanovena na 101 %. Hodnota korela¢niho koeficientu
linearni regrese (tj. R?) pro odhad spolehlivosti reakce byla stanovena na 0,9965.
Spolehlivost reakce je tedy vysoka.
Testovani specificity probéhlo pomoci 9 ptibuznych paraziti. K amplifikaci
DNA doslo pouze u izolath DNA T. muris. Nedoslo k amplifikaci DNA ani u velice
piibuznych organismu jako je S. muris a G. muris. Proto byly primery vyhodnoceny

jako specifické pro parazita T. muris.

5.4 Real-time PCR - Giardia muris

Senzitivita a ucinnost detek¢ni metody real-time PCR pro G. muris byla testovana
pomoci fedici fady klonu G. muris. Obr. 11 znazorfiuje amplifika¢ni kiivky fedici
fady klonu G. muris (ozn. jako GM) o koncentraci 166 ng/ul. Koncentrace DNA
v fedénich je nasledyjici: GM1 = 16,6 ng/ul, GM2 = 1,66 ng/ul,
GM3 = 1,66x10" ng/ul, GM4 = 1,66x10?% ng/ul, GM5 = 1,66x10° ng/ul,
GMB6 = 1,66x10™ ng/ul, GM7 = 1,66x107° ng/ul a GMS8 = 1,66x10° ng/ul.
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Redici fada klonu G. muris

5500000 ~
5000000 A
4500000 A
4000000 -
3500000 A
3000000 A
2500000 A
2000000 A
1500 000 +
1000000 -

Fluorescence

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45
Ct

NK GM GM1 GM2 GM3

GM4 GM5 GM6 GM7 GM8

Obrizek 11: Amplifikaéni kiivky Fedici Fady Klonu G. muris
Nejnizsi koncentrace DNA, pii jejiz amplifikaci fluorescence piekrocila threshold,
byla 1,66x10° ng/ul (tj. fedéni GMS) a prah detekce byl prekrocen ve 32. cyklu.
Detekeni limit byl stanoven na tuto koncentraci.

V dal§im kroku byl vypocitan pocet kopii DNA/ul pro klon G. muris

o koncentraci DNA 166 ng/ul podle vzorce 1 (viz vyse).
konocentrace DNA [ng/ul] * 6,022 x 10?3
délka templatové DNA [bp] * 1 = 10° * 660

166 * 6,022 * 1023

4700000 * 1 x 10° * 660

= pocCet kopii DNA /ul

= 32226078 = 3,2 x 107 kopii DNA/ul

Z vysledka fedici fady a vypocétu poctu kopii DNA/ul byla sestavena tab. 11, ktera
byla dale vyuzita pro sestaveni standardni kfivky. Z hodnot tab. 11 byl sestaven graf
(obr. 12).
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Tabulka 11: Redici ¥ada klonu G. muris — sestaveni standardni k¥ivky

5 Log poctu

Redéni Pocet kopii DNA/uL | kopii DNA/uL Ct
100000000 3,2x107! -0,49 31,2
10000000x 3,2x10° 0,51 27,3
1000000x 3,2x10! 1,51 23,7
100000x 3,2x10? 2,51 20,1
10000x 3,2x10° 3,51 17,5
1000x 3,2x10* 4,51 14,1
100x 3,2x10° 5,51 10,6
10x 3,2x10° 6,51 7,5
1x 3,2x107 7,51 4.4

Standardni krivka G. muris

36

31 e

e y = -3,3133x + 29,002

26 R? = 0,9987

21

Ct
[ ]

16

11 e

-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Log poctu kopii DNA/ul

Obrazek 12: Standardni kfivka fedici rady klonu G. muris

Pro vypocet ucinnosti reakce real-time PCR byl pouzit vzorec 2. Hodnota G¢innosti
reakce byla vypocitana ze sklonu standardni kiivky (tj. slope).
E = 10(—1/slope)
slope = —3,3133
E = 10(—1/—3,3133)
E =2,00361
%E = (E—1) %100
%E = 100 %
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Hodnota ucinnosti reakce byla stanovena na 100 %. Hodnota korela¢niho koeficientu
linearni regrese (tj. R?) pro odhad spolehlivosti reakce byla stanovena na 0,9987.
Spolehlivost reakce je tedy vysoka.

Testovani specificity probéhlo pomoci 9 ptibuznych paraziti. K amplifikaci
DNA doslo pouze u izolati DNA G. muris. Nedoslo k amplifikaci DNA ani u velice
piibuznych organismu jako je S. muris a T. muris. Proto byly primery vyhodnoceny

jako specifické pro parazita G. muris.

5.5 Verifikace real-time PCR a porovnani druhu biologickych materialu
Verifikace u parazitd S. muris, T. muris a G. muris byla provedena na 22 izolatech
DNA zruznych biologickych materiald — bukalnich stérd, biopsii stfevni tkané
a exkrementd. Nalez daného parazita ve vzorku byl zaznamenan jako Ct hodnota
(viz. tab. 12). Pfi negativnim vysledku bylo zaznamenano -.

Podle tab. 12 probéhlo také porovnani vhodnosti riiznych druhli biologickych
materiala pro detekci parazitt S. muris, T. muris a G. muris pomoci metody TagMan
real-time PCR - tzn. byly porovnany vysledky TagMan real-time PCR vice druha
biologickych materiald u jednoho laboratorniho hlodavce. Pro detekci parazita
S. muris je dle vysledki tab. 12 povazovan za nejvhodnéjsi biologicky material
exkrement. Pro detekci parazitG 7. muris a G. muris je nejvhodnéjsi biologicky
material bukalni stér.

V nejvice vzorkach byl nalezen parazit 7. muris — 8 z 22. S. muris byl nalezen
ve 3 vzorcich z22. Neyméné¢ se vyskytujici parazit v testovanych vzorcich byl
G. muris. U parazitd S. muris a G. muris je testovana prevalence u zkoumanych
laboratornich hlodavci pomémé nizka. U vzorki 75 a 76 byla zjisténa pozitivita
na 2 parazity soucasn€¢ — na T. muris a G. muris. S. muris byl detekovan pouze
ve vzorcich exkrementl, 7. muris a G. muris byli detekovani ve vzorcich bukalnich

stéra.
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Tabulka 12: Verifikace pro S. muris, T. muris a G. muris

S. muris T. muris G. muris
Vzorek

Ct Ct Ct
811 stér 25 - -
812 stér - 28 -
813 stér - - -
814 stér - 20 -
815 stér - 22 -
816 stér - 22 -
817 stér - 30 -
818 stér - 32 -
310 EX - - -
310 stér - - -
1505 EX 25 - -
608 stér - - -
614 stér - - -
1507 stfevo - - -
1505 stfevo - - -
1677 stér - - -
1507 EX 24 - -
1502 B EX - - -
493 strevo - - -
EKT BOUB stér - - -

75 stér - 32 26

76 stér - 21 22

0 3z22 8§z22 27222
%0 13,6 36,4 9,1
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6 Diskuse

Stievni parazité mohou zpusobit velmi nepfijemna onemocnéni (Escalante et al.,
2016). Vycerpani zivin je nezadoucim dusledkem gastrointestinalnich parazitarnich
infekci. VyCerpani vody a elektrolyti je nebezpecim u jedinct s tézkym prijmem.
Tézky a dlouhotrvajici prijem muze jedince ohrozovat na zivoté (Burr et al., 2012;
Whary et al., 2015; Garcia et al., 2018). Proto je dulezita jejich v€asna detekce
pro zahajeni spravné 1écby (Escalante et al., 2016).

V poloving 80. let 20. stoleti byly provedeny prazkumy, které ukazaly, ze mira
prevalence S. muris mezi domacimi mysimi kmeny presahla 60 % (Fox et al., 2002;
Voros et al.,, 2021). Tato prevalence byla vys§i nez prevalence zji§téna u volné
technik mohla podhodnocovat skute¢nou prevalenci (Voros et al., 2021). Posledni
hodnoceni prevalence S. muris v roce 2009 ukézalo, ze byla detekovana v méné
nez 1 % vzorka laboratornich mysi v Severni Americe. Toto hodnoceni vSak bylo
zalozeno na pouziti testu, ktery muze postradat citlivost. Proto mize byt skute¢na
prevalence vyssi. Tato zjiSténi zdarazinuji potiebu diagnostickych testd pro S. muris,
které maji vysokou senzitivitu a specificitu (Jackson et al., 2013). Soucasna
prevalence S. muris stale neni znama (Voros et al., 2021). Dle vysledka této
diplomové prace je testovana prevalence vyrazné nizsi nez dle prizkumu z poloviny
80. let 20. stoleti a dalsi studie, ale je vySSi, nez uvadi Jackson et al. (2013)
v pruizkumu ze Severni Ameriky, kde prevalence byla pouhé 1 %. T. muris je
pomérné rozsifeny stfevni prvok u mysi (Al-Aboody et al., 2016; Garcia et al., 2018;
Zarei et al., 2018; Da Costa et al., 2019). Screening 7. muris neni v zafizenich
pro zvitata standardem, proto soucasnd prevalence 7. muris u laboratornich mysi
neni znama (Escalante et al., 2016; Da Costa et al., 2019). Vysledky vyzkumu
potvrzuji, ze T. muris je pomérné rozsifeny a ma vysokou testovanou prevalenci.
V soucasné dobé neni prevalence infekce G. muris u laboratornich potkant a mysi
znama (Baker, 2006; Whary et al., 2015). Zatimco prevalence G. muris u kiecka je
velmi vysoka (Burr et al., 2012). Testovana prevalence je dle vysledka diplomové
préace nizka.

S. muris se nejvice vyskytuje v Cerstvém stfevnim obsahu a exkrementech
(Baker, 2006; Brown a Donnelly, 2012; Voros et al., 2021). V diplomové praci bylo

dosazeno stejného vysledku — nejvhodnéjsi biologicky material pro detekci S. muris
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jsou exkrementy. 7. muris a G. muris se vyskytuje nejvice ve slepém, tlustém
a tenkém stfevé mysi, potkant a kieckt (Fox et al., 2002; Burr et al., 2012; Whary
et al., 2015). Podle vysledkt diplomové prace se ov§em parazité T. muris a G. muris
vyskytuji i v bukalnim stéru, ve stfevni tkani a exkrementech nebyli zachyceni
vubec.

Senzitivita mikroskopie ve srovnani s PCR je daleko mensi z hlediska detekce
sttevnich paraziti. Proto je dulezity vyvoj molekularich screeningovych metod
v kombinaci s mikroskopickymi a specializovanymi analyzami (Stensvold et al.,
2012; Meurs et al., 2017; Garcia et al., 2018; Momcilovi¢ et al., 2019; Martinez
et al., 2023). Pro stfevni parazity se v dnesni dobé hojné vyuziva detekce zalozena
na PCR (Verweij, 2014; Whary et al., 2015; Momcilovi¢ et al., 2019; Voros et al.,
2021). Na rozdil od klasické PCR wumoziiuje real-time PCR kvantifikaci
amplifikované DNA. Real-time PCR je velmi citliva metoda a nemusi byt
nasledovana dali vizualizaéni metodou (Bustin, 2005; Smarda et al., 2005; Beranek,
2016). Proto byla v ramci diplomové prace pro detekci stfevnich paraziti vybrana
prave real-time PCR.

V publikaci Jackson et al. (2013) byla navrzena detekce S. muris pomoci
klasické PCR a SYBR®Green real-time PCR. V praci Jackson et al. (2013)
se zaméfili na gen 16S-like rRNA a navrhli 3 pary primert z toho vybrali jeden,
ktery byl specificky a dostatené citlivy. Tato publikovana esej pro SYBR"®Green
real-time PCR byla vysoce specificka a citliva — detekovali 5 kopii DNA/ul.
V diplomové praci se podafilo spolehlivé detekovat az 64 kopii DNA/ul — tzn.
navrzend esej v publikaci je citlivéjsi. Specificita byla ovéfena na podobnych
ptibuznych parazitech — napt. Entamoeba muris a Chilomastix spp. Publikace Fain
et al. (2008) se zaméfila na navrh primert pro detekci S. muris pomoci klasické PCR.
Navrhnuté primery se zaméiuji na oblast karboxylniho konce genu pro elongacni
faktor 1a. Navrhnuté primery byly specifické a citlivé podobné jako primery pouzité
v diplomové praci pro detekci S. muris. V obou vySe zminénych publikacich
se pouzily jako biologicky material exkrementy.

Pro T. muris byl proveden navrh primert pro nested PCR v publikaci Zhang
etal. (2023). Primery byly téz navrzeny pro geny kodujici malou podjednotku
ribozomu. Primery pouzité v publikaci Zhang et al. (2023) maji stejné vysokou

senzitivitu, spolehlivost a specificitu. Ugnnost reakce je 100 %. Ve vyzkumu
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v ramci diplomové prace bylo dosazeno tcinnosti reakce 101 %. Specificita v praci
Zhang et al. (2023) byla testovana na 7 pfibuznych parazitech. V diplomové praci
jich bylo pouzito 9. V praci Zhang et al. (2023) bylo mozné detekovat 0,1 ng/ul
genomové DNA mysSich vykald infikovanych 7. muris. Pro metodu TagMan
real-time PCR bylo moZné detekovat T. muris pii koncentraci 9,4x10® ng/ul — tzn.
metoda TagMan real-time PCR je daleko vice citliva.

Pro ptibuzné parazity tadu Trichomonadida bylo navrzeno a optimalizovano
vice eseji pro metodu TagMan real-time PCR. Napfiklad v publikaci Schirm et al.
(2007) byly navrzeny primery a sonda pro Trichomonas vaginalis zamétené na gen
kodujici beta tubulin. Pro T. foetus existuji 1 komercné vyrabéné kity pro real-time
PCR (Guerra et al., 2013). Pro detekci 7. muris pomoci real-time PCR neni zadna
dostupna publikace.

Drive navrzené reakce pro G. muris nebyly navrzeny tak, aby potvrdily rozdily
na urovni druhti (kvtli nedostatku genetické variability mezi druhy). Real-time PCR
je nejslibngjsi metodou detekce Giardia spp. (Whary et al., 2015; Jothikumar et al.,
2021). Studie Van Keulena et al. (2002) byla provedena pro srovnani rDNA
G. muris, G. ardeae a G. duodenalis, kde byly zjistény znacné rozdily. Dalsi
metodou tedy je genotypizovat druhy Giardia a skupiny G. duodenalis s pouzitim
oblasti zahrnujici gen 5.8S a 2 bo¢ni vnitini transkribované spacery ribozomalniho
genu. Porovnani sekvenci a fylogeneticka analyza ukazala, ze G. ardeae, G. muris,
G. microti 1 G. duodenalis 1ze snadno rozli§it (Caccié et al., 2010). Proto byly
navrzené primery zaméfeny na geny kodujici malou podjednotku ribozomu.
U G. muris byly navrzeny primery na oblast genti kodujici 16S, 23S a 5.8S rRNA,
ktery je variabilni mezi druhy (Stehlikova, nepublikovano). Na geny kodujici malou
podjednotku ribozomu u G. muris se také zaméfila prace Klotz et al. (2021).

V publikaci Klotz et al. (2021) byla pro izolaci DNA pouzita stejna
metoda — tj. kolonkova metoda izolace pomoci komercné dostupného kitu. Pro reakci
TagMan real-time PCR byla pouzita reakéni smés o objemu 25 pl. Reakéni smeés
obsahovala 12,5 ul Master Mix, 1 ul primert, 0,5 pl sondy a 1-5 pl DNA templatu
a zbytek objemu tvorila voda. Reakce zacinala hold stage pii 95 °C po dobu
10 minut, nasledovala denaturace pii 95 °C po dobu 15 vtefin a annealing pii 60 °C
po dobu 30 vtefin. Pro analyzu bylo pouzito 45 cykld. V diplomové praci byla

pro reakci TagMan real-time PCR pouzita reakéni smés o objemu 10 ul. Reakéni
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smés obsahovala 7 ul Master Mix, 1,2 ul PCR H>O, 0,3 pl primert, 0,2 ul sondy
a1l ul DNA templatu. Reakce zacCinala hold stage pii 95 °C po dobu 10 minut,
nasledovala denaturace pii 95 °C po dobu 15 vtefin a annealing pii 57 °C po dobu
1 minuty. Pro analyzu bylo pouzito 45 cyklt. Nizsi objem reak¢ni smési v diplomové
praci byl zvolen z divodu Uspory reagencii a tim i financi. Také byl pouzit mensi
objem DNA templatu, nez je tomu v publikaci Klotz et al. (2021). Specificita
v publikaci Klotz et al. (2021) byla otestovana na 8 ptibuznych druzich. V diplomové
praci jich bylo pouzito 9 z toho byl 1 spolecny s publikaci Klotz et al. (2021). Limit
detekce byl v praci Klotz et al. (2021) stanoven na hodnotu Ct 36. V diplomové praci

byl stanoven na Ct 32.
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Zavér

V diplomové praci na téma , Molekularni detekce stfevnich paraziti u laboratornich
hlodavci® byla provedena optimalizace metody TagMan real-time PCR pro detekci
sttevnich parazitd Spironucleus muris, Tritrichomonas muris a Giardia muris.
Optimalizace pro kazdou esej probé&hla uspésné. Pro optimalizaci eseji byly ziskany
standardy pomoci metody klonovani, z kterych byla vypracovana fedici fada a dale
standardni kiivka. Ze standardni kiivky byla stanovena ucinnost a spolehlivost
reakce. Navrzené primery a sondy jsou vysoce specifické a citlivé. Pro kazdou esej
byl také stanoven limit detekce. Takto optimalizované eseje pro metodu TaqgMan
real-time PCR jsou vhodné pro detekci stfevnich parazitd S. muris, T. muris
a G. muris. Tyto parazity je mozné detekovat s vysokou spolehlivosti za stanovenych
podminek a s pouzitim danych primerd a sond. Dale byla porovnana vhodnost
riaznych druh@i biologického materialu pro detekci parazitd S. muris, T. muris
a G. muris pomoci metody TagMan real-time PCR. Pro detekci parazita S. muris je
povazovan za nejvhodngjsi biologicky material exkrement. Pro detekci parazitt

T. muris a G. muris je nejvhodnéjsi biologicky material bukalni stér.
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Seznam pouzitych zkratek

Ag — antigen

AMP — ampicillin

CTAB — cetyl trimethylammonium bromid

DNA - deoxyribonukleova kyselina; z aj. deoxyribonucleic acid
dNTPs — deoxyribonukleotidtrifosfaty

EIA — enzymova imunoanalyza; z aj. enzyme immunoassay

G. muris — Giardia muris

GMO - geneticky modifikovany organismus

PAS — Periodic Acid-Schiff barveni

PCR - polymerazova fetézova reakce; z aj. polymerase chain reaction
POCT - dostupnost a piistupnost testi v misté péce; z aj. point of care testing
gPCR - kvantitativni PCR; z aj. quantitative PCR

RNA - ribonukleova kyselina; z aj. ribonucleic acid

S. muris — Spironucleus muris

SDS — dodecylsiran sodny

SPF — specified-pathogen free

SS — mala podjednotka ribozomu; z aj. small subunit

T. muris — Tritrichomonas muris

TAE — Tris-acetatovy pufr

Taq polymeraza — termostabilni DNA polymeraza odvozena od bakterie Thermus
aquaticus

TBE — Tris-boratovy pufr

Tm — teplota tani; z aj. melting temperature
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