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Abstrakt

Vceli patogeny patii mezi faktory, které nepfiznivé ovliviiuji zdravi vcel. Screening
vcelich patogent je dulezity pro vcasné rozpoznani nakazy, jejimuzZ Sifeni pak lze
jednodusSeji zabranit. Pro detekci vcéelich patogenii se nejcastéji pouziva PCR. Mezi jeji
nevyhody ale patfi vysoka cena vybaveni, citlivost na kontaminanty a nutnost tepeln¢ho
cyklovani. Izolace DNA piedchazejici PCR je v pfipad¢ pouziti komer¢nich kit také
pomérné nakladnd. Levnéjsi a casové méné narocnou alternativou izolace DNA mohou
byt FTA karty umoziujici dlouhodobé uskladnéni DNA pii laboratorni teplote.
Alternativou samotné¢ PCR pak mutze byt metoda izotermni amplifikace zprostiedkované

smyckou (LAMP), umoziiujici velmi rychlou amplifikaci za izotermnich podminek.

V experimentalni Casti prace bylo optimalizovano pouziti FTA karet pro uchovani
homogenatii vcel a jejich nasledné zpracovani pro PCR aplikace. FTA karty byly spolu
s DNA-izolatnim kitem DNeasy Plant Mini kit pouzity pro detekci péti vybranych
patogeni v podzimnich a jarnich vzorcich véel. FTA karty byly vyhodnoceny jako
levnéj$i a rychlejsi alternativa k izolacnim kitim. Dale byla vypocitana prevalence
patogent, pficemz bylo pozorovdno vyrazné zvySeni prevalence Nosema ceranae ve
vcelstvech na jafe oproti podzimnimu obdobi, a naopak vyrazné sniZzeni prevalence
Lotmaria passim a Serratia marcescens. V podzimnich odbérech ze vcelstev byla také
pozorovana daleko vétsi diverzita ve vyskytu patogent. Vysledky prace poskytuji nova

data o prevalenci patogent a jejich sezonnim vyskytu v Ceské republice.

Dale byla optimalizovana metoda LAMP v kombinaci s FTA kartami pro detekci



N. ceranae. Slozeni reakéni smési a mnozstvi pfiddvaného detekéniho barviva bylo
upraveno pro optimdlni priubéh reakce a snadné urceni pozitivniho vysledku. Byly ale
pozorovany faleSn¢ pozitivni vysledky zptsobené nespecifickou amplifikaci C¢i

kontaminaci. Pro zavedeni metody je tedy potieba dalSich optimaliza¢nich krok.

Kli¢ova slova vceli patogeny, detekce patogenti, PCR, LAMP, FTA
karty, Nosema spp., Lotmaria passim, Serratia

marcescens, Crithidia mellificae
Pocet stran 76
Pocet ptiloh 0

Jazyk Cesky



Bibliographical identification

Autor’s first name and surname  Bc. Kristyna Myslinova

Title Optimization of PCR technique for the detection of
honey bee pathogens

Type of thesis Diploma

Department Department of biochemistry

Supervisor Mgr. Jiti Danihlik, Ph.D.

The year of presentation 2023

Abstract

Honey bee pathogens belong to a group of factors that have a negative impact on bee
health. Screening of honey bee pathogens is important for early recognition of infection,
the spread of which can then be easily avoided. The most used method for honey bee
pathogen detection is PCR. However, its disadvantages include high cost of equipment,
sensitivity to contaminants and the need for thermal cycling. Isolation of DNA prior to
PCR is also rather costly when commercial DNA-isolating kits are used. A cheaper and
less time-consuming alternative to DNA isolation could be FTA cards, which allow for
long-term storage of DNA at room temperature. An alternative to PCR itself could be
loop-mediated isothermal amplification (LAMP), which is a method allowing fast DNA

amplification under isothermal conditions.

In the experimental part, the use of FTA cards was optimised for the storage of honey
bee homogenates and their subsequent processing for PCR applications. FTA cards were
used alongside with DNA-isolating kit DNeasy Plant Mini kit for the detection of five
selected pathogens in honey bee samples from autumn and spring. FTA cards were
evaluated as a cheaper and faster alternative to commercial isolation kits. Next, the
prevalence of pathogens was determined. A significant increase in the prevalence of
Nosema ceranae was observed in spring samples compared to autumn samples.
Conversely, a significant decrease in the prevalence of Lotmaria passim and Serratia
marcescens was observed in spring samples. Much greater diversity in the occurrence of

pathogens was also observed in autumn bee colonies. The results of this thesis provide



new data on the prevalence of pathogens and their seasonal occurrence in the Czech

Republic.

Furthermore, the LAMP method was optimised in combination with FTA cards for the
detection of N. ceranae. The composition of the reaction mixture and the amount of
added dye for detection were adjusted for optimal reaction and easy determination of a
positive result. However, false positive results caused by either contamination or
nonspecific amplification were observed. Therefore, further optimisation steps are

needed in order to routinely use this method.
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CILE PRACE

Vypracovani literarni reSerSe o PCR metodach pouzivanych k diagnostice
patogent a paraziti.

Vypracovani literarni reSerSe o metodach odbéru, zpracovani a uchovavani
vzork.

Zpracovani piehledu diagnostiky véelich patogent.
Vyvoj a optimalizace PCR metody pro diagnostiku véelich patogent.

Optimalizace LAMP techniky pro diagnostiku vybranych vcelich patogend.



1 UVOD

Vc¢eli patogeny patii mezi faktory negativné ovliviiujici zdravi veel. Existuje jich velké
mnozstvi, a to od bakterialnich patogenti az po mnohobunééné parazity. Pravdépodobné
nejzndméjSimi bakteridlnimi patogeny jsou bakterie Paenibacillus larvae, zpusobujici
mor vceliho plodu, a Melisococcus plutonius, zpusobujici hnilobu vceliho plodu
(Flinfhaus et al., 2018). Dal$im bakteridlnim patogenem, ktery se v téle vcel vyskytuje
pfirozené¢ v malém mnoZzstvi, je oportunni patogen Serratia marcescens (Raymann et
al., 2018). Mezi houbové patogeny se fadi naptiklad Nosema apis a Nosema ceranae,
ptvodci priiyjmového onemocnéni veel, a Ascosphaera apis, ktera zapti¢inuje zkamenéni
vceliho plodu (Sarwar, 2016). DalSimi zastupci eukaryotickych paraziti jsou prvoci
Crithidia mellificae a Lotmaria passim, jejichz vliv na zdravi v¢el nebyl dosud dalece
prozkouman. Z mnohobunéénych parazitl je pak vhodné zminit roztoce Varroa
destructor, ktery slouzi jako vektor pro ptenos fady virovych onemocnéni vcel (Ravoet

et al., 2013).

Vzhledem k tomu, Ze v poslednich letech dochazi k CastéjSim kolapsiim vcelstev je
screening vcelich patogenii dualezity naptiklad pro vcéasné rozpoznani nakazeného
vCelstva a aplikaci vhodné 1écby, poptipadé likvidaci vcelstva pro zabranéni Sifeni
nakazy. Pro detekci vcelich patogenti se vyuziva fada metod jako je mikroskopie,
mikrobidlni kultivace, molekularné-biologické metody ¢i hmotnostni spektrometrie
s laserovou desorpci a ionizaci za UcCasti matrice s analyzatorem doby letu
(MALDI-TOF MS), konkrétn¢ systém MALDI Biotyper (Fries et al., 2013; Houdelet et
al., 2020). Kazda z metod ma své prednosti, nevyhody a limitace. Napiiklad ne vSechny

patogeny jsou vhodné pro mikrobialni kultivaci ¢i identifikaci s pomoci mikroskopie.

Molekularné-biologické metody, predev§sim polymerazova tfetézova reakce (PCR),
jsou velmi vyhodné, jelikoz je lze pouzit pro identifikaci jakéhokoliv druhu patogenu.
PCR a ji ptedchézejici izolace nukleovych kyselin jsou ale casto pomérné nékladné.
Tato prace bude vé€novana novym alternativnim metodam izolace a amplifikace

nukleovych kyselin, které mohou snizit nédklady a zrychlit diagnostiku chorob.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Polymerazova retézova reakce

PCR je metoda umoznujici rychlé namnozeni vybran¢ho tseku DNA a dnes je jiz
standardem bézn¢ pouzivanym v laboratotich. Pro PCR je zapotiebi termostabilni DNA
polymerasy (EC 2.7.7.7) jako je Taq polymerasa izolovand z bakterie Thermus
aquaticus, ktera zije v teplotach vyssich nez 90 °C. Pro reakci je také nutna pfitomnost
Mg?* iontli, deoxynukleosidtrifosfatd (INTPs) a primert.. Primery jsou pro jeden tsek

DNA vzdy pouzivany 2 a to ptedni a zadni (forward a reverse) (Clark et al., 2019).

PCR cyklus sestava ze tfi fazi, které probihaji pi1 raznych teplotach, proto je pro
PCR nutny termocyklér, ktery dokaze velmi rychle a pfesné meénit teplotu reakéni
smesi. Prvni fazi je denaturace, kterd probiha pii 94-95 °C a dochazi pfi ni k separaci
dvouvldknové DNA (dsDNA). Druhé faze je hybridizace neboli fdze nasednuti primera,
ktera probiha ptiblizné pii 60 °C, pifesna teplota ale zavisi na teploté tdni pouzivanych
primera. Tteti fazi je elongace, kterd probiha pfi teploté okolo 72 °C, tedy pfii teploté
optimalni pro funkci Taq DNA polymerasy. Pii elongaci dochézi k prodlouzeni primera
polymerasou a tedy syntéze komplementarniho vldkna od 5° konce ke 3’ konci.
V termocykléru dochazi k cyklickému stfidani téchto teplot, pficemz po kazdém cyklu
je mnozstvi cilové DNA zdvojnasobeno. Délka kazdého kroku se 1isi podle potieby a
vybaveni, nicméné primérna doba prabéhu celé¢ PCR je 1-2 hodiny (Clark et al., 2019;
Garibyan & Avashia, 2013).

Pro analyzu produkti PCR je bézné pouzivana elektroforéza na agarosovém gelu,
metoda je poté oznacovana jako ,,end-point“ PCR. Na gelu pak v ptipadé amplifikace
jednoho cilového segmentu DNA vidime jeden band. PCR je ale také mozné provadét
tzv. v redlném case (real-time PCR, qPCR), kdy detekce probiha piimo v pribéhu
reakce s pouzitim termocykléru se zabudovanym optickym systémem pro zachyceni
fluorescence. Pro qPCR muze byt pouzito napiiklad barvivo SYBR Green I, které
emituje zareni pfi vazbé na dsDNA, nebo mohou byt pouzity oligonukleotidové sondy,

napiiklad TagMan sondy (Green & Sambrook, 2018; Valones et al., 2009).

PCR je pouZzivana bézn¢ pro detekci patogent at’ uz lidskych, rostlinnych ¢i hmyzich
a v kombinaci s reverzni transkripci (RT-PCR) miZe byt pouzita i pro detekci virové

RNA. Pro detekci n€kolika patogenli zarovén lze provadét multiplex PCR, kdy je pfi



reakci pouzito vice primert cilenych na rizné useky DNA (Clark et al., 2019).
U vcelich patogentt se multiplex PCR pouziva napiiklad pro detekci vzijemné
podobnych patogentd jako N. apis a N. ceranae ¢i P. larvae a M. plutonius (Gisder &
Genersch, 2013; Okamoto et al., 2022).

2.2 Alternativni metody amplifikace DNA

Metody amplifikace nukleovych kyselin se souhrné oznacuji zkratkou NAAT (,,nucleic
acid amplification techniques“). PCR je nejpouzivanéjSi metoda amplifikace DNA,
nicméné¢ ma své limitace, kterymi jsou predevSim vysokd cena vybaveni, moznosti
kontaminace, citlivost na nékteré kontaminanty a inhibitory a nutnost tepelné¢ho
cyklovani. Kvuli témto limitacim vznikaji nové alternativni NAAT, které maji
potencialni vyhody oproti PCR z hlediska rychlosti, ceny ¢i vyuziti mimo laboratof,
pficemz vétSina znich vyuZiva izotermni amplifikace, pfi které neni nutné pouZiti
termocykléru (Fakruddin et al., 2013). Mezi tyto alternativni metody patii naptiklad
NASBA (amplifikace zalozend na sekvenci nukleové kyseliny; ,,nucleic acid sequence
based amplification), = RCA (amplifikace otaCivou kruznici; ,rolling  circle
amplification”), SDA (amplifikace vytésnovanim ftetézce; ,strand displacement
amplification”), LAMP (izotermickd amplifikace zprostifedkovanid smyckou; ,loop
mediated isothermal amplification), RPA (rekombinasova polymerasova amplifikace;

,recombinase polymerase amplification“) a mnoh¢ dalsi (Oliveira et al., 2021).

2.2.1 NASBA

NASBA je metoda specidlné vyvinuta pro detekci jednovldknové RNA. Jedna se
o amplifikacni systém zprostiedkovany transkripci, ktery mimikuje RNA replikaci
retroviri. NASBA probiha pfi konstantni teploté¢ 41 °C a vyuzivd dvou primert a tfi
enzymi - AMV reverzni transkriptasy (EC 2.7.7.49), T7 DNA-dependentni RNA
polymerasy (EC 2.7.7.6) a RNasy H (EC 3.1.26.4) (Deiman et al., 2002). Na rozdil od
RT-PCR nevyzaduje syntézu cDNA, je rychlej$i a méné citliva viici inhibitorim. Byla
pouzita pro rychlou detekei patogennich vird s jednovldknovym RNA genomem jako je
influenza A ¢i virus Zika (Collins et al., 2003; Reed et al., 2019). Problémem je ale
optimalizace reak¢nich podminek kvili tfem riznym enzymim pracujicim soucasné, a
také, kvlli nachylnosti metody na faleSné pozitivni vysledky, nutnost pouZiti detekénich
metod zaloZenych na specifickych sondach, coz vede k vys§im ndkladim (Oliveira et

al., 2021).



2.2.2 RCA

RCA se pouziva pro amplifikace jednovldknovych ¢i dvouvlaknovych kruhovych DNA
templatd. Vyuzivda DNA polymerasy s dislokdzovou aktivitou, jako je tomu naptiklad
iu LAMP (viz kapitola 2.3.1), a probiha pti konstantni teplot¢ od 23 °C do 60 °C.
V ptitomnosti kruhového templatu a jednoho primeru produkuje polymerasa dlouhou
DNA molekulu standemovymi repetitivnimi sekvencemi (Ali et al., 2014). Tyto
repetitivni sekvence mohou byt navrhnuty na miru manipulaci templatu. Vlastnim
designem templatu tak mohou byt produkty upraveny, aby obsahovaly funk¢ni sekvence
jako DNA aptamery, DNAzymy C¢i restrikéni mista (Al-Ogaili et al., 2020; Fang et al.,
2021). RCA se tak pouziva ptedevSim pro techniky klonovani, pro genotypizaci,
analyzu celych genomt nebo detekci jednonukleotidovych polymorfismii (Pickering et

al., 2002).

2.2.3 SDA

SDA kombinuje ¢innost endonukleasy, DNA polymerasy bez exonukleasové aktivity a
dvou sad primert, pficemz prvni sada obsahuje pievisy s restrikénimi misty pro
restrikéni endonukleasu Hincll (EC 3.1.21.4). SDA lIze pouzit pro DNA 1 RNA
templaty, neni vSak vhodna pro amplifikaci dlouhych sekvenci. Pro SDA je také nutny
prvotni denatura¢ni krok vystavenim vysoké teploté. Béhem amplifikace dochézi
k nastipnuti nové syntetizovaného vlakna diky pfitomnosti restrikénich mist na
prodluzovanych primerech. Toto vldkno je poté vytésnéno a odlouceno od vldkna

puvodniho, které je znovu prodluzovano (Walker et al., 1992).

SDA probiha za izotermnich podminek pii teplotach mezi 30 az 55 °C. Takto nizké
teploty ale znamenaji zvySené riziko nespecifické amplifikace, podobn¢ jako u NASBA.
Tento fakt je problémem piedevSim pii pouziti u klinickych vzorkl, které bézné

obsahuji DNA se sekvencemi podobnymi sekvenci cilové (Oliveira et al., 2021)

2.2.4 RPA

RPA vyuziva aktivity rekombinasy, DNA polymerasy s dislokdzovou aktivitou a SSB
proteinti (,,single-strand DNA-binding proteins®), které stabilizuji ssDNA. RPA probiha
za izotermnich podminek pti 37 az 42 °C (Piepenburg et al., 2006). Jedna se o jednu
z nejrychlejSich NAAT s ¢asem amplifikace 1 krat§im jak 20 minut, pfi¢emz u ostatnich

zatim zminénych metod je reakéni Cas delsi jak 60 minut (Ereku et al., 2018; Lobato &



O’Sullivan, 2018). RPA zacind formaci nukleoproteinového komplexu, ktery tvofi
primery a rekombinasa. Tento komplex poté skenuje cilovou DNA dokud nenarazi na
komplementarni sekvenci. Poté rekombinasa zpostfedkuje formaci primer-DNA
komplexu a DNA polymerasa tak mtize pfistoupit k replikacni vidlicce a prodlouzit
primer. RPA se vyuziva predevs§im pro detekci patogent, nicméné vyzaduje striktni
dodrzeni reakénich podminek. Detekce patogent s pouzitim surovych vzorki tak miize

byt problematicka (Euler et al., 2012; Lei et al., 2014).

2.3 LAMP

Zatim popsané amplifikacni metody patfi mezi nejvice rozvinuté metody, které maji
velky potencidl vyrovnat se PCR ve statutu ,,zlat¢ho standardu amplifikace DNA.
Prozatim nejvice rozvinutou a zaroven nejpouzivanéj$i metodou izotermni amplifikace
je LAMP, kterou svétova zdravotnicka organizace (WHO) uznala jako techniku, ktera
spliiuje vSechna kritéria pro idedlni NAAT pro diagnostické ucely (Oliveira et al.,

2021). LAMP budou tedy podrobnéji vénovany nasledujici kapitoly.

LAMP vyvinuli v roce 2000 Notomi et al. Jedna se o metodu, pii které dochazi
k namnozeni cilové DNA s vysokou specifitou, ucinnosti a rychlosti, a to za
izotermnich podminek. Na rozdil od PCR, kde je k rozvolnéni dvouvldknové struktury
DNA vyuzito vysoké teploty, je u LAMP vyuzivana DNA polymerasa, konkrétné Bst ¢i
Bsm DNA polymerasa, majici schopnost sama ucinné rozvoliiovat dsDNA (Cameron et
al., 2021). Pii reakci je standardné vyuzito Ctyf nebo Sesti riznych primert, které vazi
Sest nebo osm riiznych regiont na cilovém genu, diky ¢emuz je reakce velmi specificka.
Doba LAMP reakce je pak v zavislosti na pouzitych primerech od 30 do 60 minut,
béhem kterych dojde k tvorbé az 10° amplikont (Notomi et al., 2000; Notomi et al.,
2015).

Zarovenn ma LAMP Sirokou Skalu raznych aplikaci jako je ,,point-of-care testing*
(POCT), genetické testovani v rozvojovych zemich (Notomi et al., 2015), a v kombinaci
s dal§imi molekularnimi pfistupy, jako je napt. reverzni transkripce (RT-LAMP) muze
byt vyuzita pro detekci mnoha riznych druhti patogent, a to jak lidskych, tak hmyzich,
zvitecich ¢i rostlinnych (Wong et al., 2018). Mize byt také pouzita pro detekci
geneticky modifikovanych organismiit a obecné mize byt pro vSechny zminéné

aplikace vyuzita ve formé& biosenzorti (Kaymaz & Elitas, 2021).



POCT je definovan jako rychly a jednoduchy diagnosticky test, ktery je provadén
takzvané v misté péce a slouzi k diagnostice chorob a jejich monitoringu. POCT mohou
byt pouzity mimo laboratorni prostiedi, pfedevsim v prostfedi bez patficného vybaveni
a mohou byt pouzity i nekvalifikovanymi osobami. Tyto testy jsou tedy uréeny i pfimo
pro pacienty. Idealni POCT systém je citlivy, specificky, rychly, robustni a jednoduchy
na pouziti (Vashist, 2017). LAMP ma velky potencidl byt uspésné pouzivana jako
POCT. Ptiprava vzorku pro LAMP muze byt velmi rychld diky toleranci LAMP vici
inhibitorim DNA polymerasy a amplifikace pfi konstantni teploté snizuje naklady na

energii (Moehling et al., 2021).
2.3.1 Bst a Bsm polymerasa

Proces LAMP spoléhd na dislokdzovou aktivitu pouzivané termostabilni DNA
polymerasy, kterd dokaZe rozvoliiovat fetézce dsDNA a odd€lené vlakno nahrazovat
fetézcem, ktery sama syntetizuje. Takovou aktivitu ma fada rtiznych DNA polymeras,
pro LAMP jsou ale nejvhodnéj§i Bst a Bsm polymerasy. Oba enzymy pochdzeji
z termofilnich  bakterii a katalyzuji 5°—3> synttzu DNA a postradaji
5’—3’ exonukleasovou  aktivitu. Bst polymerasa je izolovana z bakterie
Bacillus stearothermophilus a Bsm polymerasa pochdzi z bakterie Bacillus smithii
(Woniakowski et al., 2012). Optimalni teplota pro funkci téchto polymeras se pohybuje

kolem 60 °C, coz je 1 teplota optimalni pro nasednuti primerti (Tomita et al., 2008).

Jako prvni byla pro LAMP pouzita Bst polymerasa, konkrétn¢ wild-type Bst DNA
Polymerase, Large Fragment (New England Biolabs). Tato polymerasa je pomérné
robustni a vykazuje vysokou toleranci vi¢i inhibitorim pfitomnym ve vzorcich oproti
polymerasam pouzivanym pro PCR, coz ji déla velmi vhodnou pro diagnostické
aplikace. Tato polymerasa ale efektivné neinkorporuje dUTP, v disledku ¢ehoz dochazi
k fale$n¢ pozitivnim vysledkiim pfii nizkych teplotach od 25 do 40 °C. Kvili tomuto
nedostatku byla in-silico navrZzena nova polymerasa s nazvem Bst 2.0 DNA Polymerase
(New England Biolabs), ktera vykazuje zlepSeni v amplifikacni rychlosti, vynosu,
termostabilit€¢ a toleranci vi¢i solim (Paik et al., 2021). Dalsi variantou je pak
Bst 2.0 Warmstart (New England Biolabs), kterd kromé zminénych vyhod navic
umoziuje pripravovat reakci pii pokojové teploté diky reverzibilné vazanému aptameru,
ktery inhibuje funkci polymerasy pod 45 °C, coz zlepSuje reprodukovatelnost vysledkd.

Pii pouziti vySe uvedenych polymeras je nutné reakéni smés pfipravovat na ledu.



Naptiklad pro pouziti pro POCT je warmstart polymerasa nejvhodnéj$i(New England
Biolabs, Inc. https://international.neb.com/products/m0538-bst-20-warmstart-dna-
polymerase#FAQs%20&%20Troubleshooting , 27. 3. 2023).

2.3.2 Struktura pouzivanych primeru

LAMP vyuziva ¢tyt zékladnich primert. Mezi tyto zakladni nebo také hlavni primery
patii dva vnéjsi primery — vnéjsi predni primer (,,forward outer primer®, F3) a vné&jsi
zadni primer (,,backward outer primer, B3). Dale vyuzivd dvou vnitinich primerti —
vnitini pfedni primer (,,forward inner primer®, FIP) a vnitini zadni primer (,,backward
inner primer*, BIP; viz obr. 1). Pro zrychleni reakce a zvySeni citlivosti se pak vyuziva
jesté doplinkovych primert, kterymi mohou byt naptiklad smyckové primery, konkrétné
smyckovy ptfedni primer (,forward loop primer”, LF) a smyckovy zadni primer
(,,backward loop primer*, LB). Smyckové primery hybridizuji ¢ast DNA, kterd béhem
LAMP reakce tvoii smyckovou ¢ast vlasenkové smycky (viz obr. 2A), jak je vysvétleno

dale v kapitole 2.3.3 (Nagamine et al., 2002; Notomi et al., 2000).

Alternativné se pro stejné ucely mohou misto smyckovych primeri pouzit
tzv. ,,stem* primery neboli stopkové primery. Stopkové primery jsou opét dva, a to
stopkovy piredni primer (,,forward stem primer“, StemF) a stopkovy zadni primer
(,,backward stem primer*, StemB). Narozdil od smyckovych primerii se vazi na Cast
DNA, ktera béhem reakce tvoii stopku vlasenkové smycky (viz obr. 2B). Stopkové
primery nemuseji byt pouzity jen jako nahrada smyckovych primerd, ale mohou byt

s nimi pouzity spole¢né (Gandelman et al., 2011; Njiru et al., 2017).
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Obr. 1 Vazebna mista hlavnich primert BIP, FIP, F3 a B3 na templatové DNA. Piekresleno dle
Tomita et al., 2008.
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Obr. 2 Vazebna mista vedlejSich primerit A) smyckovych LF a LB; B) stopkovych StemF a
StemB na templatové DNA. Prekresleno dle Gandelman et al. (2011) a Li & Macdonald

(2015) .

2.3.3 Prubéh reakce

Reakce ma tfi zakladni ¢asti: produkce startovni struktury, cyklickd amplifikace a krok
elongace a recyklace (Mori et al., 2006). Produkce startovni struktury (viz obr. 3) zacina
tak, Ze nejprve vnitini primer FIP, ktery obsahuje dvé cilové sekvence komplementarni
ke dvéma rliznym regioniim na templatové DNA, hybridizuje k cilové dsDNA a startuje
syntézu komplementarniho fetézce pomoci DNA polymerasy (krok 1). Komplementarni

fetézec je syntetizovan od 3' konce F2 regionu primeru FIP. Vné&jsi primer F3 poté
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nasedd za FIP na region F3c na templatové DNA a iniciuje rozpojeni vladkna a syntézu
komplementarniho fetézce, pficemz uvoliiuje prodlouzeny FIP primer (krok 2).
Ziskavame tedy dsDNA zF3 primeru a templatové DNA a ssDNA
z uvolnéného prodlouzeného FIP primeru (krok 3). Tato FIP-ssDNA nasledné tvoii na
5' konci vlasenkovou smycku, diky komplementarité regionti Flc a F1, a slouzi jako
templat pro BIP-iniciovanou syntézu DNA a nasledné rozpojeni fetézce s pomoci
primeru B3. BIP tedy naseda na 3' konec vlakna se smyckou na 5' konci, ¢imz startuje
syntézu komplementarniho fetézce. Behem syntézy je smycka rozvolnéna zpét na
linearni strukturu. Primer B3 nasedd za BIP na region B3c a skrz aktivitu DNA
polymerasy zacina syntézu tetézce na 3' konci (krok 4). ProdlouZzeny BIP primer je
vytlacen a uvolnén jako ssDNA a z primeru B3 a ptivodné prodlouzeného FIP vznika
dsDNA (krok 5). ProdlouZeny BIP primer nasledné tvoii strukturu s vlasenkovou
smyckou na obou koncich vlakna, ktera ptfipomina ¢inku (krok 6). Tato struktura slouzi
jako startovni struktura pro amplifikacni cyklus (Fakruddin et al., 2013; Nagamine et

al., 2002; Notomi et al., 2000).
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Obr. 3 Schématické znazornéni krokd produkce startovni struktury u LAMP. Piekresleno dle
Nagamine et al., 2002; Notomi et al., 2000; Tomita et al., 2008.
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Béhem cyklick¢ amplifikace (obr. 4) startovni struktura nejprve podléha
tzv. ,self-primed DNA syntéze, kdy DNA polymerasa prodlouzi vladkno bez pomoci
dalich primert, jelikoz jako primer slouzi region F1 na stopkové Casti vlasenkové
smyCcky (Becherer et al., 2020). Prodlouzeni 3' konce zarovén rozpoji smycku na
5' konci (Blc). Soucasné cyklickou amplifikaci iniciuje FIP, ktery se vaze na F2c¢ region
na smyckové Casti vlasenky (krok 7). Prodlouzenim FIP dojde k rozpojeni diive
syntetizovaného fetézce (proudlouzeny region F1), pfi¢emz na jeho konci je formovana
smycka diky komplementarité regioni B1 a Blc (krok 8). Region Bl na stopkové casti
vlasenkové smycky pak slouzi jako primer, jehoZ prodlouzenim dojde k rozpojeni
fetézce a uvolnéni komplementarniho vlakna, respektive prodlouzeného FIP (krok 9a), a
dvouvldkna se smyckou, které poté vchazi do treti ¢asti LAMP, tedy do elongace
(krok 9b). Prodlouzeny FIP nésledné tvofi na obou svych koncich vlasenkovou smycku
(krok 10), ¢imz vznika struktura komplementarni ke startovni struktutfe v kroku 7. Dalsi
prubéh je tedy totozny s kroky 7-9, pouze s rozdilem, Ze misto FIP se prodlouzeni DNA
ucastni BIP (krok 11). V poslednim kroku po rozpojeni fetézcti vznikd opét startovni
struktura (krok 12a), ¢imz se uzavird cyklus (Nagamine et al., 2002; Notomi et al.,

2000; Tomita et al., 2008).

V elongacnim kroku poté postupnym nasedanim primert dochéazi ke vzniku velkého
mnozstvi rizné velkych struktur skladajicich se ze sttidavé obracenych repetic cilové
sekvence. Vznikajici amplikony jsou velmi dlouhé a tvoii tzv. kvétakové struktury, diky
pritomnosti mnoha smycek. Béhem elongace vznikaji také krat$i amplikony, mezi nimiz
je 1 amplikon identicky struktufe v kroku 6 (obr. 3), ktera startuje cyklickou amplifikaci.
Proto se elongacni krok oznacuje také jako krok elongace a recyklace (Nagamine et al.,
2002; Notomi et al., 2000; Tomita et al., 2008). V piipadé, Zze jsou v reakci pouzity
smyCkové nebo stopkové primery, vznikd jest¢ vetsi mnozstvi dalSich amplikont

(Wong et al., 2018). Zjednodusené schéma elonga¢niho kroku je znazornéno na obr. 5.
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Obr. 4 Schématické zndzornéni kroki cyklické amplifikace u LAMP. Piekresleno dle Nagamine et al., 2002; Notomi et al., 2000; Tomita et al., 2008.
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Obr. 5 Zkracené schéma elongacniho kroku LAMP reakce. Piekresleno dle Nagamine et al.,
2002; Notomi et al., 2000; Tomita et al., 2008.
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2.3.4 Zpisoby detekce

Zpuasobi detekce LAMP produktii existuje celéd fada, v¢etné technik elektrochemickych,
imunochemickych, piezoelektrickych a magnetickych, sledovani bioluminiscence a
vyuziti riznych druhli senzorti zalozenych naptiklad na rezonanci povrchového
plazmonu (Zhang et al., 2014). V nasledujicich podkapitolach budou popsany pouze

nejbéznéjsi zplisoby.

2.3.4.1 Gelova elektroforéza

Detekce produkti LAMP pomoci elektroforézy na agarosovém gelu je ptivodnim
zptisobem detekce. Jedna se o metodu separace makromolekul a jejich fragmentt podle
jejich velikosti a ndboje. Pouziti je v podstaté stejné jako u end-point PCR (Zhang et al.,
2014). U elektroforézy LAMP produktti vidime po vizualizaci typicky ,,Zebiik DNA
fragmentl (viz obr. 6). Nejmensi fragment je monomer zacinajici na 5' konci Flc ¢asti
primeru FIP a koncici Blc ¢asti primeru BIP. Multimery a polymery této monomerni
struktury jsou pak produkovany ve velikostech od nékolika stovek part bazi az po
formaci pruhu vysokomolekuldrni DNA o velikosti tisicti parii bazi (Niessen et al.,

2013).

Produkty reakce je mozné na gelu vizualizovat nékolika zplisoby. Dnes jiz méné
pouzivané je barveni ethidium bromidem, coz je fluorescencni barvivo vazici dsDNA
interkalaci mezi jednotlivé baze. Interkalace zplsobi zvySeni emise fluorescence po
ozafeni gelu ultrafialovym zafenim (Niessen et al., 2013). Alternativou ethidium
bromidu je interkala¢ni barvivo GelRed, které je na rozdil od né nekarcinogenni.
Poptipadé jsou pouzivana i jina barviva jako SYBR safe ¢i Eva Green (Wong et al.,

2018).

Vyhodou gelové elektroforézy je to, ze ptfimo rozpozname délku amplikond, které se
vreakci vytvofili, a tim paddem mulzeme rozpoznat, zda dochdzi k nespecifické
amplifikaci, tedy jednodusSeji identifikovat ptipadné falesné pozitivni vzorky. Zaroven
je tento zplsob detekce o néco citlivéjsi nez pozorovani zmény barvy okem ¢i jinych
okometrickych zpisobli detekce zminénych déle, a to pfedevS§im v pfipad€ niZSich
koncentraci amplikonli. Slaby band je totiZ na gelu Iépe vidét nez-li slabé zbarveni
reakce ve zkumavce. Nevyhodou je vétsi ¢asova ndrocnost oproti ostatnim metodam a

zaroven predstavuje riziko kiizové kontaminace pii nandSeni vzorkd. Gelova
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elektroforéza je rovnéz nevhodna pro terénni vyuziti LAMP metody (Wong et al., 2018;

Zhang et al., 2014).

1000 b

Obr. 6 Ukazka typického Zebiiku LAMP produkti (vzorky 1-5). Zde konkrétné detekce
Mycoplasma genitalium. Ptevzato z Edwards et al., 2015.

2.3.4.2 Pozorovani precipitatu

Pfi polymerizacni reakci zprostiedkované Bst polymerasou dochdzi po pfipojeni
jednotlivych dNTPs vzdy k uvolnéni pyrofosfatu jako vedlejsiho produktu. Pokud dojde
k produkci velkého mnozstvi pyrofosfatovych aniontl, reaguji pak s hofecnatymi
kationty pfitomnymi v reakéni smési a vznika tak bily precipitat (viz obr. 7; Zhang et

al., 2014).
(DNA),_1 +dNTP - (DNA), +P,07~

P,03~ +2Mg*+ - Mg,P,07 |

Obr. 7 Reakéni schéma vzniku precipitatu pti LAMP reakci. Pifevzato ze Zhang et al., 2014.

V ptipad¢ uspésné pozitivni LAMP reakce je produkovéno dostatecné mnozstvi
precipitatu, aby mohl byt spravné vyhodnocen vysledek pouhym okem piimo v reakéni
zkumavce bud’ bez nebo s pomoci centrifugace (obr. 8). Takto mizeme jednoduse urcit
zda doslo ¢i nedoSlo k amplifikaci nukleové kyseliny, a to bez dalSich nédkladii na
detekci. Zaroven u tohoto zplisobu detekce neni nutné otevirat zkumavku, diky cemuz
nehrozi kontaminace amplikonti (Garg et al., 2021). Urceni pozitivniho vysledku je ale
Casto pomérné slozité, jelikoZ precipitat je mnohdy Spatné viditelny a je tak obtizné
sledovat rozdily mezi zkumavkami. Z tohoto diivodu je taktéZ obtizné urcit citlivost

detekce a turbidita pozitivnich vzorkil je stabilni pouze kratky ¢as, coz znamena, Ze
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vyhodnoceni musi byt provedeno co nejdiive od probéhnuti reakce. Piestoze je zde
velké riziko nespravného vyhodnoceni vysledkt v dasledku subjektivni chyby, je tato
metoda dostacujici pro rychlé predbézné urceni vysledku LAMP reakce a vzhledem
k rychlosti a nendro¢nosti na vybaveni je velmi vhodna pro POCT nebo jiné terénni

aplikace (Garg et al., 2022; Zhang et al., 2014).

Diky tvorbé precipitaitu mize byt LAMP sledovana také v redlném case za pomoci
turbidimetru ¢i spektrofotometru. Tento zpisob je klasifikovan jako nejjednodussi
metoda monitoringu amplifikace genu. Nicméné ma své nevyhody jako nehomogenita
velikosti Castic a jejich nerovnomérné rozprostieni v prostoru, opétovné rozpusténi
precipitatu a problém pfi pouziti vzorkll s jiz vysokou turbiditou pied prob&hnutim

reakce (Mori et al., 2004).

Obr. 8 vizualni detekce LAMP produkti pomoci pozorovani precipitatu. Pozitivni vzorek s
bilym precipitatem je videt vlevo, negativni bez precipitdtu vpravo. Pfevzato z Garg et al.,
2021.

2.3.4.3 Pouziti DNA-vazicich barviv

Dalsi moznosti vizualizace amplikon piimo ve zkumavce je pouziti DNA-vazicich
barviv. Tato barviva maji specifické struktury, které¢ jim umoziluji selektivné vazat
dsDNA. Toto navazani a tedy formace komplexu mezi barvivem a dsDNA zpusobi
viditelnou barevnou zménu. Citlivost téchto barviv je pak vyrazné vysSi nez
u pozorovani precipitdtu. Nevyhodou je ale vySSi cena a také zvySené riziko
kontaminace (Zhang et al., 2014). V¢tSina interkalacnich barviv inhibuji LAMP reakci
snizenim produktivity Bst polymerasy. Je tedy nutné je piidavat do zkumavky az po
probéhnuti reakce. Vzhledem k velkému mnoZstvi amplikonti, které béhem LAMP
vznikd, predstavuje otevieni zkumavky riziko kiiZové kontaminace vzorkd C¢i

kontaminace prostfedi (Esmatabadi et al., 2015; Quyen et al., 2019).
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Pro detekci LAMP amplikontl je mozné pouzit nékolika réiznych barviv. Casto
pouzivanym barvivem je SYBR Green I, které po navazani na dsDNA méni barvu
zoranzové na zelenou. Tato barevnd zména je viditelnd po osviceni zkumavky
UV zéfenim, ale také i na ptirozeném svétle (obr. 9). Detek¢ni limit se u SYBR Green |
udava 1 kopie/ul . Mozné je také pouzit barvivo SYBR Safe (obr. 10), u kterého nastava
barevna zména z Cervené na zlutou (Garg et al., 2021; Zhang et al., 2014). Dalsimi
pouzivanymi barvivy jsou napfiklad Picogreen, GeneFinder, propidium jodid a ethidium
bromid. Interkalacni barviva jsou pouzivana také pro real-time LAMP aplikace.
V tomto pfipadé je pouzivano barvivo SYTO-16, jelikoz narozdil od SYBR Green I a
dalsich neinhibuje reakci (Biao et al., 2019; Quyen et al., 2019).

Positive Negative Positive Negative

Obr. 9 Pouziti SYBR Green I pro vizualizaci LAMP produktd. A: zkumavky v pfirozeném
svétle. B: UV zareni. Prevzato z Nie et al., 2012.

C+ C-

Obr. 10 Pouziti SYBR Safe pro vizualizaci LAMP produkti v UV transiluminatoru. C+ znaci
pozitivni vysledek, C- negativni. Pfevzato z Lannutti et al., 2020.
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2.3.4.4 Pouziti kolorimetrickych indikatori

Pro pozorovani barevné zmény v piipadé pozitivni LAMP reakce je mozné pouzit
i kolorimetrickych indikatort. Tyto indikatory mohou byt na rozdil od interkalacnich
barviv pfidavany piimo do reakéni smeési pied probéhnutim reakce. Tim padem,
podobné jako u pozorovani precipitdtu, neni nutné otevieni zkumavky po probéhnuti

reakce, ¢imz je opét snizeno riziko kontaminace (Wastling et al., 2010).

Ptikladem takového indikdtoru mize byt kalcein. Kalcein poskytuje silnou
fluorescenci tvorbou komplexti s dvojmocnymi ionty kovil jako jsou vapenaté a
hotecnaté kationty (obr. 11). S pomoci kalceinu je vysledek reakce uréovan nepiimo,
jelikoz se nevaze na vznikajici DNA. Pfed pocatkem amplifikace tvoii komplex
s manganatymi kationty, které zhaSeji fluorescenci kalceinu a tak se reakéni smés jevi
jako oranzova. Jakmile dojde k amplifikaci, manganaté ionty jsou uvolnény z kalceinu,
jelikoz preferuji vazbu se vznikajicim pyrofosfatem a dochézi tak k obnoveni zelené
fluorescence. Navic se na volny kalcein vazi kationty hofe€naté, které zvySuji

fluorescencni signal a barevna zména je pozorovatelnd pouhym okem (Xie et al., 2014).

Nevyhodou pouziti kalceinu je, ze jeho pifidani spolu s chloridem manganatym do
reakéni smési snizuje absolutni citlivost LAMP v porovnani s indikatory piidavanymi
po amplifikaci. Je mozné, Ze kalcein a MnCl> samotné zptsobuji lehkou inhibici reakce,
nebo také mtize byt citlivost snizena v disledku interakce kalceinu s dsDNA. Limit
detekce je pak vyssi nez u predesle zminénych interkalacnich barviv, udava se 100 kopii

(Zhang et al., 2014).

o/ .

zhégeni %
DNA
polymerasa
| 24
Mg
2 Amplifikace
dNTPs Mg
. Mg,P,0,
Mg™” 2+ 5 t
? Mg Min,P,0, |PP

Obr. 11 Princip detekce produktii LAMP reakce s pouzitim kalceinu. Prevzato z Tomita et al.,
2008.
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Dalsim indikatorem fungujicim na velmi podobném principu jako kalcein je
hydroxynaftolova modi (HNB), ktera v pfitomnosti hofe¢natych kationtd méni barvu na
fialovou. Jelikoz béhem amplifikacni reakce dochazi k produkcei vyznamného mnozstvi
nerozpustného magnesium pyrofosfatu, je i vyznamné snizena koncentrace volného
Mg?* v roztoku, coZ zplisobi zpétnou zménu barvy HNB na modrou. Na rozdil od
kalceinu nebyla u HNB pozorovana inhibice LAMP a i limit detekce byl pozorovan

nizsi, presné 60 kopii (Tomita et al., 2008; Xue-jun et al., 2010).

Obecnou vyhodou kolorimetrickych indikatori je tedy jejich moZnost piidani do
reak¢ni smési pied pocatkem amplifikace, coz snizuje riziko kontaminace amplikony po
otevieni zkumavky jako je tomu u pfidavani interkalacnich barviv po prob&hnuti reakce.
Limity detekce jsou nizsi jako u pozorovani precipitatu a barevnd zména je na rozdil od
precipitatu stabilni, nicméné stejné¢ jako u ostatnich metod, kdy je vysledek reakce
pozorovan piimo ve zkumavce, je Casto pro spravné vyhodnoceni potieba zkuseného
personalu (Wastling et al., 2010). VSechny tyto metody jsou ale na rozdil od gelové
elektroforézy pomérné rychlé a jsou tak velmi vhodné pro terénni aplikace (Esmatabadi

et al., 2015) .

2.3.5 Kontaminace a faleSna pozititvita u LAMP a jeji FeSeni

Jak jiz bylo zminéno, produkce velkého mnozstvi DNA béhem LAMP s sebou nese
riziko kiiZové kontaminace vzorkd aerosolizovanym produktem, a to predevSim pii
pouziti detek¢nich technik vyzadujicich otevieni reak¢ni zkumavky. Pro predejiti tohoto
problému bylo vyvinuto nékolik metod. Hong et al. (2012) naptiklad vyvinuli
dvoukrokovou metodu, kdy ze staniolu vyrobili maly poharek (podobn¢ jako se sklada
filtrani papir pro klasickou filtraci), poharek vlozili do zkumavky nad reakéni smés a
napipetovali do néj SYBR Green 1. Po centrifugaci po ukonceni reakce pfijde barvivo
do kontaktu s amplikony bez nutnosti otevieni zkumavky. Jako alternativni postup pak
pro zabranéni kontaminace pii pouziti SYBR green barviva, pouzili Karthik et al.
(2014) agarové kapsle. Do zkumavky nad reakci vlozili stiikackou agarovy disk, na
ktery navrstvili barvivo a nakonec pies barvivo vlozili dalsi disk. Reakci ukoncili
inkubaci pti 95 °C, aby agar roztal a barvivo tak steklo do reakéni smési. Obdobné fesili
kiizovou kontaminaci i Liang et al. (2013) s pouzitim vosku a (Sukphattanaudomchoke

et al. (2020) s pouzitim parafilmu.

19



Kromé¢ kontaminace, mize u LAMP také casto dochdzet k nespecifickym
amplifikacim, zptsobenym interakci mezi primery, ptredev§sim mezi FIP a BIP.
Nespecifické amplifikaci je mozné zamezit zménou v designu primertt ¢i znacenim
amplikonti modifikovanymi nukleotidy, coz je ale mnohdy obtizné (Warmt et al., 2022).
DalSim feSenim muze byt pfidani aditiv jako je tetramethylamonium chlorid (TMAC)

(Jang & Kim, 2022).
2.3.6 Inhibitory LAMP

Inhibitory LAMP mohou byt pfitomné budto pfimo ve vzorku, nebo mohou byt
zavedeny pii1 jeho zpracovani. Tyto inhibitory poté bud’ CasteCné nebo zcela inhibuji
reakci nebo mohou snizovat jeji citlivost. Naptiklad v ptipad¢ klinickych vzorkl jsou
inhibitory v krvi hemoglobin, heparin a hormony. Ve stolici pak polysacharidy, Zlucové
kyseliny ¢i glykolipidy. Ve vzorcich potravy jsou to poté napiiklad tuky, glykogen,
nekteré mineraly a dalsi (Francois et al., 2011; Schrader et al., 2012).

Pro omezeni negativnich vlivii inhibitori je nutné je alespont ¢astecné odstranit ze
vzorku. Na rozdil od PCR ale LAMP diky vysoké toleranci vii¢i inhibitorim
nevyzaduje pro reakci Cistou DNA (Francois et al., 2011). Ptiprava vzorku pro LAMP
je tim padem jednodusdi. Casto stadi i ,,§pinavé™ vzorky (napf. stolice) pouze podrobit

lyze bun¢k hydroxidem sodnym nebo povatrenim vzorku (Mikita et al., 2014).

2.3.7 Vyuziti LAMP pro detekci patogenii

LAMP je jiz od pocatku svého vyvoje jednou znejpouzivangjSich
molekularné-diagnostickych metod a nyni je vyuzivana pro detekci mnoha rtznych
patogenti od Escherichia coli az po SARS-Cov-2. Za dobu své existence nabyla
nesmirné popularity jako rychla a cenové dostupna detekéni metoda, a je pouzivana pro

detekci patogent jak u lidi, tak 1 u zvifat, rostlin a hmyzu (Garg et al., 2022).

V ptipad¢ lidskych patogenti byla uzitecnost a efektivita LAMP velmi dobie
pfedvedena naptiklad u detekce tropickych chorob v rozvojovych zemich, které jsou
Casto spojovany s chudobou, a tedy i limitovanym vybavenim tamnich laboratofi, coz
diagnoézu té€chto chorob znacné zté¢Zuje (Garcia-Bernalt Diego et al., 2021). LAMP byla
pro tyto ucely vyuzita nékolika vyzkumnymi tymy, a to napiiklad pro rozliSeni
Mycobacterium leprae od Mycobacterium tuberculosis. Tyto bakterie jsou si geneticky

velice blizké, ale jsou ptvodci odlisSnych chorob, kdy M. leprae zplsobuje lepru a
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M. tuberculosis zpusobuje tuberkulézu (Garg et al., 2021). Pro M. tuberculosis jsou
dokonce aktivné pouzivany diagnostické kity s UV detekci. Naptiklad Tuberculosis test
kit Loopamp™ PURE-TB-LAMP od firmy Eiken Chemical Co., Ltd. (Tokyo,
Japonsko), ktery poskytuje vysledek za mén¢ nez 1,5 hodiny. Mezi dalsi choroby casté
v rozvojovych zemich, pro které byla pouzita LAMP, patfi napt. svrab, spava nemoc,
leishmanio6za, echinokoko6za zptisobend larvami tasemnic a dalsi. Detekuji se také viry
jako je HIV, Zika, Ebola ¢i virus hepatitidy B (Garg et al., 2022). Pouziti LAMP
v terénu bylo naptiklad uskute¢néno na Zanzibaru pro detekci asymptomatické malarie,
a to za pouziti kitu Loopamp™ MALARIA Pan/Pf Detection Kit (Eiken Chemical
Company, Japonsko), ktery obsahuje stripy reakénich PCR zkumavek, obsahujici

vakuove vysuSené a teplotné stabilni reakéni komponenty (Morris et al., 2015).

LAMP je ovSem pouzivana i mimo rozvojové zemé. S jeji pomoci jsou detekovany
napiiklad herpes viry, cytomegaloviry, plisnové infekce ¢i pneumonie zpiisobené
riznymi druhy bakterii jako je Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonie ¢i
Staphylococcus aureus (Kobayashi et al., 2014; Vergara et al., 2020). Pouziva se také
pro nemoci zpusobené kontaminovanym jidlem, a to bakteriemi jako jsou E. coli,
Salmonella typhi, Clostridium perfringens, Vibrio parahaemolyticus a dalsi (Lakshmi &
Kim, 2021).

V posledni dobé byla LAMP pouzivana pro rychlé testovani v dobé pandemie
COVID-19. Pro SARS-Cov-2 byla vyvinuta i multiplex-LAMP, diky které bylo
dosazeno opravdu velmi specifické a rychlé detekce. Multiplex LAMP totiz cili na vice
genll v ramci genomu patogenu, ¢imz je praveé zvysena specifita a rychlost reakce. Je
tteba zminit, ze na rozdil od multiplex PCR neni multiplex LAMP pouzivana pro
detekci raznych patogenti, ale cili na geny jednoho cilového patogenu (Juscamayta-

Lopez et al., 2021; Kim et al., 2019).

Co se tyce zvitecich patogenli, je LAMP pouZivdna pro diagndézu slintavky a
kulhavky, coZ jsou vysoce nakazlivd virovd onemocnéni sudokopytnikl. Dale je pak
pouzivana pro detekci viru bovinni leukémie, diagnézu katarélni horecky ovci a skotu,
klasického moru prasat a mnoha dalSich onemocnéni (Mansour et al., 2015). U hmyzu
byla vyvinuta LAMP assay naptiklad pro detekci Nosema bombi u ¢melakt (Kato et al.,
2020) nebo Nosema bombycis u bource moruSového (Sivaprasad et al., 2021). Ze

zastupcl rostlin miZeme poté zminit vyuziti LAMP pro detekci mnoha houbovych
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patogenil pSenice, které zptisobuji velké ztraty zemedélské produkce (Gomez-Gutierrez

& Goodwin, 2022).

2.3.7.1 Detekce véelich patogenti

Nejbéznéji pouzivanou metodou pro detekci véelich patogent je qPCR, popiipadé
RT-qPCR. V poslednich letech bylo ale publikovano n¢kolik studii vénovanych pravé
LAMP detekci patogentl, kterd mize byt v budoucnu pouzita v terénnich podminkach

(Cameron et al., 2021).

Pro rozliSeni ptivodcti nosematézy N. ceranae a N. apis navrhli Ptaszynska et al.
(2014) LAMP primery cilené na 16S rRNA geny. Pro N. ceranae byl poté o dva roky
pozdéji publikovan novy LAMP test, vyuzivajici odliSnych primerti, ale opét cilenych
na 16S rRNA (Chupia et al., 2016). V genomu Nosema existuje ale nékolik riznych
2020). Z tohoto diivodu Lannutti et al. (2020) navrhli LAMP primery cilené na gen
kodujici protein polového vlakna (PTP3), ktery je konzervovany a vyskytuje se pouze
v jedné kopii. LAMP cilend na PTP3 gen se ukazala jako velmi specifickd a citliva
metoda. Byla diky ni spravn¢ detekovédna infekce v 98,6 % vzorcich, naproti tomu
u PCR tomu bylo v 95,7 %. Zaroven byla pozorovana 10x vyssi citlivost oproti PCR,
kdy u LAMP byla stanovena na 1 pg DNA au PCR na 10 pg DNA.

Pomoci LAMP byl detekovdn 1 hnizdni parazit vcel, lesknacek tlovy (Aethina
tumida), ktery ni¢i zasoby potravy a larvy v tlu. Konkrétné byl detekovan z méli, tedy
odpadu na dné lu (Ponting et al., 2021).

RT-LAMP bylo také pouzito pro detekci virovych vcelich patogenti, kdy doposud
byly navrzeny primery konkrétné pro virus pytlickovitého plodu (Jin-Long et al., 2012),
korejsky virus pytlickovitého plodu (Yoo et al., 2012) a ¢insky virus pytlickovitého
plodu (Ma et al., 2011). Pro bakteridlni patogeny byly publikovany primery pro
P. larvae (Nguyen et al., 2011) a M. plutonius (Nguyen et al., 2012).

2.3.8 Vyhody a nevyhody LAMP

Jak jiz bylo zminéno v pfedeSlych kapitolach, mezi vyhody LAMP patii jeji
jednoduchost, rychlost, robustnost a nizkondkladovost. Oproti PCR je mnohem méné
citlivd vii¢i inhibitorGm, neni pro ni nutné pouziti termocykléru, je rychlejsi, neni u ni

zapotiebi denaturace templatu a obecné se udava, Ze je citlivéjsi. Oproti ostatnim NAAT
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pouziva pouze jeden enzym, je pouZzitelnd pro rizné druhy DNA a RNA templatd,
produkuje vice amplikonli a umoziuje detekci pouhym okem (Oliveira et al., 2021). Co
se teploty reakce tyce, LAMP probih4 vétSinou v rozmezi teplot od 56 °C do 65 °C,
piicemz nékteré studie udavaji, ze ackoliv byla stanovena optimalni teplota reakce, co
se vynosu tyce, pro ucely detekce neméla presna teplota na konecny vysledek LAMP
vliv (Woniakowski et al., 2012). Diky tomu je LAMP vhodna pro pouziti

v podminkach, kde neni mozné zajistit zcela ptesnou reakéni teplotu.

Nevyhoda LAMP oproti PCR spociva ptfedev§im v tom, Ze na rozdil od PCR neni
vSestrannd. Je vhodna zvlasté jako detekeni a diagnostickd metoda a nelze ji pouZit pro
jiné molekularné-biologické aplikace, napt. klonovani. DalSi nevyhodou je mnozstvi
primerti nutnych pro reakci, kdy vétSina NAAT pouZiva primery 2, zatimco LAMP
vyuziva 4 az 6 primert. V pfipad¢ multiplex LAMP pak az dvakrat tolik. Kvili tomuto
dochdzi u LAMP cast&ji k faleSné pozitivnim vysledkim v disledku nespecifické
amplifikace (Deng et al., 2019). Mimoto je design téchto primeri pomérné slozity a
podléhd mnoha omezenim. Oproti PCR je tak v ramci vybéru cilové sekvence mensi
volnost. Pro design LAMP primeri vSak existuji volné dostupné programy jako je
PrimerExplorer a LAVA, které tento proces znacné¢ zjednodusuji (Notomi et al., 2015;

Torres et al., 2011).
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2.4 Zpracovani a uchovani véelich vzorki

Vzorky vcel ¢i tlového materialu mohou byt zpracovany mnoha zpisoby v zavislosti na
charakteru a mnozstvi vzorku. Homogenizace vzorkl véel mize byt provedena pomoci
riznych typd homogenizatort, naptiklad v kulovém mlynku. Mohou byt také pouzity
homogenizacni sacky, popiipad¢ tieci miska s tlouckem. Pro naslednou izolaci DNA je
mozné pouzit napiiklad fenol-chloroformovou extrakci nebo lze vyuzit komercnich
izolacnich kitd, které funguji na principu vazby DNA na silikdtovou membranu (Evans
et al., 2013). Takto izolovanou DNA je pak nutné skladovat v mrazaku. Zjednoduseni
celého procesu a moznost uchovani DNA pfi laboratorni teploté nabizeji izolacni karty,

které budou popsany dale.
2.4.1 Whatman FTA Kkarty

Flinders Technology Associates (FTA) karty (viz obr. 12a) jsou karty ptvodné
pouzivané pro uchovavani krevnich vzorkll pro forenzni testy, pro sbér materidlu pro
genotypovou analyzu mikroorganismi a rostlin, ale také pro epidemiologické studie
(da Cunha Santos, 2018). Jsou vyrobené ze specializované formy filtracnibo papiru,
obsahujiciho patentovanou smés chemikalii, schopnou lyzovat builky a denaturovat
proteiny. Papir zaroven vaze nukleové kyseliny tak, ze jsou chranény ptred degradaci
zpusobenou oxidaci ¢i UV zafenim (Smith & Burgoyne, 2004; Stringer et al., 2021).
Nukleové kyseliny jsou po aplikaci na FTA kartu zachyceny v matrix karty (viz
obr. 12b). Karty mohou byt skladovany pfi laboratorni teploté a nukleové kyseliny na
nich zachycené jsou stabilni az po dobu 16 let (Rahikainen et al., 2016). V piipadé¢
izolace RNA jsou n¢kdy karty skladovany zmrazené (da Cunha Santos, 2018).

Komercéné dostupné FTA karty se lisi v barvé filtraéniho papiru, velikosti a
v ptitomnych chemikaliich, které poté ovliviluji postup extrakce nukleovych kyselin.
Pro bezbarvé vzorky je vhodné pouzivat barevné FTA karty, kdy se po naneseni vzorku
na kartu méni barva z riiZové na bilou v misté aplikace. JelikoZ jsou karty velmi lehké a
malé, nezabiraji velké mnozZstvi prostoru a jsou tedy velmi vhodné pro zasilani postou

(da Cunha Santos, 2018; Dobbs et al., 2002).

Nukleové kyseliny mohou byt pro pouziti k PCR bud’to ponechany navézané na FTA
kart€, nebo eluovany. V prvnim pfipadé¢ je z FTA karty vyfiznuta mala ¢ast poZzadované
velikosti, kterd je v PCR zkumavce promyta FTA promyvacim pufrem a nasledné¢ TE

pufrem. Na takto promytou ¢ast FTA karty jsou poté piimo pfidany reagencie pro PCR
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(Cardona-Ospina et al., 2019). V ptfipadé, Ze je potieba nukleové kyseliny z karty
eluovat, je mozné pouzit DNA-izola¢ni protokoly vyuzivajici naptiklad pryskyfici
Chelex ®100 (Ahmed et al., 2011). FTA karty lze pouzit i v kombinaci s LAMP.
Napriklad Yan et al. (2014) tuto kombinaci pouzili pro detekci Nosema bombycis,

patogenu bource morusového.

Obr. 12 A) FTA karta. B) Elektronovy mikrograf DNA zachycené v matrixu FTA Kkarty,
zvétSeni 10000x. Pievzato z (Merck,
https://www.sigmaaldrich.com/CZ/en/product/sigma/whawb120205?lang=en&reg
1on=US&gclid=CjwKCAjw0ZiiBhBKEiwA4PT9z
hOHB99EI166uwfE60V_dZ6x9uEgulPjY bBtiM3719S1Cbmt-
8DBoCoPQQAvVD BwE&gclsrc=aw.ds , 23. 11. 2022).
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Experimentalni ¢ast

3.1 Material
3.1.1 Chemikalie

Agarosa (SERVA, Némecko)

Ethylendiamintetraoctova kyselina (Fluka, Ceska republika)
Chlorid sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Ceska republika)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich, Némecko)
Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.1.1 Biologicky material

V rédmci experimentalni ¢asti prace bylo pracovano se vzorky vcel poskytnutymi vcelafi,
zapojenymi do projektu COLOSS. Pouzity byly vzorky véel zraznych &asti Ceské
republiky, odebranych ze stejnych vcelstev na podzim roku 2020 a na jafe roku 2021.
Tyto v€ely byly zmrazeny a uchovany pii -20 °C. Pro optimalizaci metod byly pouzity

nosematické vzorky vcel po uhynulych vcelstvech.

3.1.2 Pristroje a vybaveni

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

Dérovaci klesté (primeér 1,6 mm)

Digitalni pH metr (InoLab, Némecko)

DNA/RNA UV-dekontaminacni box UVC/T-M-AR (Biosan, Lotyssko)
Elektromagnetickd michacka (Biosan, Lotyssko)

Gel Doc EZ systém (BioRad, Némecko)

Homogeniza¢ni sacky (Bioreba, Svycarsko)

Homogenizator MiniMix®CC (Interscience, Francie)

Chlazena centrifuga 5424 R (Eppendorf, Némecko)

Mikroskop Olympus BX50 (Olympus, Japonsko)

Predvazky (KERN, Némecko)

SmartView Simple Imager System, MUV-IMG-CA (Major Science, Taiwan)

Termocyklér Biometra Tone (Analytik Jena, Némecko)
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Transiluminator DR46 (Clare Chemical Research, USA)

Vortex V-1plus (Biosan, Loty$sko)

CH-100 Heating/Cooling Dry Block (Biosan, Lotyssko)

Zdroj pro elektroforézu PowerPac™ Basic Power Supply (Bio-Rad, USA)

3.1.3 Pouzité roztoky

1x TAE (Tris-acetat-EDTA) pufr (40 mmol-1"" Tris-Cl; 20 mmol-I"! kyselina octova;
0,4 mmol-1"! EDTA)

TENT pufr (10 mmol-1"' Tris-Cl; 1 mmol-1" EDTA; 12 mmol-1"! NaCl; 2,5% Triton
X-100; pH 8)

TE pufr (10 mmol-1" Tris-Cl; 0,1 mmol-I"" EDTA; pH 8)

3.1.4 Pouzité Kity

DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Nizozemsko)
Monarch® PCR a DNA Cleanup Kit (New England Biolabs, UK)

3.1.5 Reagencie pro molekularni biologii

10 mM Ultrapure dNTPs mix (EURx, Polsko)

Bst 2.0 DNA Polymerase (New England Biolabs) — baleni obsahuje také
100 mmol 1" MgSOs a izotermalni amplifikaéni pufr (IA, 10x)

Bst 2.0 Warmstart DNA Polymerase (New England Biolabs, UK)
MIDORI Green Advance (Elisabeth Pharmacon, Ceska republika)
Gel Loading Dye, Purple 6x (New England Biolabs, UK)
GeneRuler 50 bp DNA ladder (Thermo Scientific, USA)

Generuler 100 bp DNA ladder (Thermo Scientific, USA)

GoTaq® DNA Polymerase (Promega, USA)

Nuclease-free voda (Promega, USA)

Primery pro PCR a LAMP (Elisabeth Pharmacon, Ceska republika)
SYBR™ safe (ThermoFisher Scientific, Ceské republika)
Whatman® FTA® Cards (Sigma-Aldrich, USA)
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava vzorkii vcel

Pro homogenizaci vzorki véel byly pouzity homogenizacni sacky Bioreba, které byly
rozdéleny na dvé poloviny (zalaminovany). Z kazdého vySetfovaného vcelstva bylo
odebrano vzdy 20 vcel, které¢ byly vlozeny do homogeniza¢niho sacku. Nasledné byly
k témto vcelam pfidany 3 ml sterilni deionizované vody. Sacek byl uzavien zatavenim.
Vcely byly nejprve kratce roztluCeny tlouCkem a ndsledné¢ byl sacek vlozen do
homogeniza¢niho piistroje Minimix®CC na 1 min pfi rychlosti 4. Poté byly v&ely znovu
roztluCeny tlouckem a opét vlozeny do homogenizatoru. Po rozstfizeni saCku bylo
z kazdého vzorku odebrano vzdy 90 pl pro izolaci DNA a 20 ul bylo kapnuto na FTA
kartu. Zbyly homogenat (cca 1,5 ml) byl zamrazen pro budouci mikroskopickou

analyzu.

3.2.2 Izolace DNA pomoci DNeasy Plant Mini kit

Pro izolaci DNA pomoci DNeasy Plant Mini kitu by mélo byt pouzito maximalné
100 mg vzorku v ptipad¢ nevysuseného materialu a 20 mg v pfipad¢ materialu suchého.
Pro izolaci DNA bylo tedy pouzito vzdy 90 ul homogenatu vcel. 1zolace probihala

nasledovné dle mirné€ upraveného protokolu vyrobce:

1. Do koncentrovanych pufrt AW1 a AW2 byl pfidan ethanol podle instrukci na
zasobni 1ahvi.

2. Ke vcelimu homogenatu bylo pifidano 400 pl pufru AP1. RNasa A nebyla
piidana kvili mozné kontaminaci laboratoie. Vzorek byl zvortexovan a
inkubovan 10 min pii 65 °C, pricemZz mikrozkumavka byla béhem inkubace
2-3x obracena. V tomto kroku probiha lyze bunck.

3. Bylo ptidédno 130 pl pufru P3, lyzat byl promichan a inkubovan na ledu po dobu
5 min.

4. Lyzat byl centrifugovéan 5 min pti 20 000 g.

5. Supernatant byl odpipetovan do QIAshredder spin kolonky vloZzené do 2 ml
sbérné zkumavky a nasledné centrifugovan 2 min pii 20 000 g.

6. Precistény lyzat byl pfemistén do nové mikrozkumavky, bylo k nému ptiddno

1,5 objemu pufru AW1 a promichan byl okamzit€ pipetovanim.
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7. 650 pl smési bylo napipetovano na DNeasy Mini spin kolonku ve 2 ml sbérné
zkumavce. Nasledn¢ byl vzorek centrifugovan 1 min pii 6000 g. Pritokova
frakce byla vylita do odpadu a krok byl opakovan se zbytkem vzorku.

8. Kolonka byla pfemisténa do nové 2ml sbérné zkumavky. Bylo pfidano 500 pl
pufru AW2 a vzorek byl centrifugovan 1 min pii 6000 g. Pritokova frakce byla
odstranéna.

9. Bylo pridano dalSich 500 pl pufru AW2 a vzorek byl centrifugovan 2 min pfi
20 000 g. Centrifugace byla zopakovana jesté jednou s tim, Ze zkumavka byla
v centrifuze otoc¢ena o 90 stupiili (pro lepsi vysuSeni kolonky).

10. Kolonka byla pfemisténa do 1,5 ml mikrozkumavky.

11. Bylo pfiddno 100 pl eluéniho pufru AE. Vzorek byl inkubovan 5 min pfi
laboratorni teploté a nasledné centrifugovdn 1 min pii 6000 g. Tento krok byl
zopakovan.

Izolovana DNA byla nésledné proméiena na spektrofotometrickém readeru pro
stanoveni koncentrace. Jako blank byl pouzit pufr AE. Koncentrace izolované¢ DNA se
pohybovaly priimérné kolem 50 ng-ul™!. Vzorky DNA byly poté pouzity jako templaty
pro PCR.

3.2.3 Izolace DNA s pomoci Whatman® FTA® karet

Po képnuti homogenatu na FTA kartu byla karta vysuSena pii laboratorni teploté. Po
vysuseni byl z FTA karty skalpelem vyfiznut étverec o hrané 1 mm. Ctverec byl vloZzen
do PCR zkumavky a promyt 3x 100 ul TENT pufru a 2x 100 ul TE pufru, dle
(Thompson & Hrabak, 2018). Nasledn¢ byl vzorek vysuSen pii laboratorni teploté
v digestofi po dobu 90 minut nebo v termobloku pii 50 °C po dobu 20 minut. VysusSeny
promyty vzorek byl pouzit jako templat pro PCR.

3.2.4 Polymerazova retézova reakce

Ve vzorcich vcel bylo detekovano celkem 5 rliznych patogent. Pouzité primery pro
PCR jsou uvedeny v tabulce 1, komponenty reakce jsou uvedeny v tabulce 2, parametry
pribéhu reakce poté v tabulce 3. Detekce patogeni byla provedena na 50 vzorcich
véelstev z podzimu roku 2020 a na 35 vzorcich vcelstev z jara roku 2021. Detekce byla
provedena jak s DNA izolovanou komerénim kitem, tak s DNA uchovanou na FTA

kartach pro porovnani metod.
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Tab. 1 Sekvence oligonukleotidi pouzivanych pro identifikaci vybranych vcelich patogent.

, Primer 5'— 3 Velikost
gen/ Nazev . .
. Zdroj amplikonu
patogen primeru Forward Reverse (bp)
(Lourengo  GGAGATGCT
EF-1 alpha etal., GCCATCGTTA ?ggﬁigg? Teer 153
2008) T
N (Bussalleu GGTGAGCTTA AATTCCGATTAA
a Althouse, ATACGTTCAT CGCTTGCAC 107
marcescens 2018) CAA
Heminder  GG00CATG 0 CTGAAAC
N. apis 321APIS ot al TCTTTGACGT AACTATG 321
2007) ACTATGTA
H(l\f;,rﬁg_z CGGCGACGA  CCCGGTCATTCT
N. ceranae 218MITOC eet Zl “ TGTGATATGA CAAACAAAAAA 218219
2007) AAATATTAA CCG
AGCAAGAGA
CCTTCACGACCA
. CGTTTCTGGT 297
N. apis NosaRNAPol  (Gisder & CCCATGGCA
ACCTCA
+ Genersch,
TGGGTTCCCT
N. ceranae NoscRNAPol 2013) TCACATGACCTG 662
AAACCTGGTG
(duplex PCR) GTGCTCCTTCT
GTTT
(Stevanovi  AGTTTGAGCT
C. mellificae CmCytb cetal., GTTGGATTTG AACCTATTACAG 140
GCACAGTTGC
2016) TT
(Stevanovi CGAAGTGCA
L. passim LpCytb cetal., CATATATGCT i?ﬁﬁé:? gg’(fjgé’f 247
2016) TTAC

Tab. 2 SloZeni reak¢ni smési pro end-point PCR.

Reagencie objem [pul] na 1 reakci
10 pmol-1"" primer F 0,5
10 pmol-1"" primer R 0,5
PCR voda 4,75
GoTaq Polymerase premix 6,25
Celkovy objem 12,5
+ gDNA 0,5
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Tab. 3 Parametry prubéhu PCR.

Krok Cas Teplota Pocet cykli
Prvotni denaturace 2 min 95 °C 1
Denaturace 40s 95°C

Hybridizace 30s  60°C 34
Elongace Imin 72°C

Finalni elongace Smin 72°C 1
Ochlazeni 0 4°C 1

3.2.5 Elektroforéza na agarosovém gelu

Pro vyhodnoceni PCR byl ptipraven 2,5% agarosovy gel tak, ze 1,25 g agarosy bylo
rozpusténo v 50 ml 1x TAE pufru a rozvafeno v mikrovlnné troubé. Po ochlazeni na cca
60 °C byly pfidany 2 pl Midori Green a promichany. Takto pfipraveny agarosovy gel
byl nalit do elektroforetické formy na piipravu gelu. Po odstranéni bublin byl do gelu
vloZen hieben a gel byl ponechan ztuhnout. Po ztuhnuti byl hieben a postranni gumicky
odstranény a gel byl i s formou vlozen do elektroforetické vany tak, aby loadovaci
jamky byly u zdporn¢€ nabité katody. Elektroforetickd vana byla naplnéna 1x TAE
pufrem. Do loadovacich jamek bylo napipetovano vzdy 10 pl vzorku, markeru pak 3 pl.
V piipadé nanaseni produkti PCR, u kterych byla pouzita GoTaq DNA polymerasa,
byly tyto vzorky nandseny piimo. V ptipad¢ produktii LAMP reakce bylo 8 ul produktt
smichano s 2 pl 6x Purple Loading Dye pfed nanesenim na gel. Elektroforeticka vana
byla pfipojena ke zdroji a nastavena na napéti 80 V a Cas 60 min. Po probéhnuti
elektroforézy byl zdroj odpojen, gel byl vyjmut a poloZen na podlozku UV Tray, vloZen

do pfistroje Gel Doc™ EZ Imager a vyfocen pomoci programu Image Lab.

3.2.6 Priprava vzorku DNA pro sekvenaci

V ptipadé, Ze byl nalezen vzorek pozitivni na jeden z detekovanych patogeni, byl dany
vzorek pouzit znovu jako templat pro PCR, nicméné ve vétSim objemu (70 pl). Po
probéhnuti reakce byla reakéni smés preisténa s pouzitim Monarch® PCR a DNA
Cleanup Kit. Postup ptecisténi byl néasledovny (vSechny centrifugacni kroky probihaly
pfi laboratorni teploté pii 16 000 g):

1. K60 pl PCR produktl bylo ptidano 300 ul pufru DNA Cleanup Binding Buffer

a sm¢&s byla promichana pipetovanim.
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2. Vzorek byl napipetovan na kolonku umisténou ve sbérné mikrozkumavce a
centrifugovan 1 min. Pritokova frakce byla vylita do odpadu.
3. Na kolonku bylo napipetovano 200 ul promyvaciho pufru. Po 2 min inkubace
byl vzorek centrifugovan 1 min. Pritokova frakce byla vylita do odpadu.
4. Byl zopakovan promyvaci krok 3.
5. Vzorek byl centrifugovan 2 min s otevienym vickem.
6. Kolonka byla umisténa do nové Cisté sbérné zkumavky a znovu centrifugovana
s otevienym vickem 2 min.
7. Vzorek byl pak nasledné¢ ponechan inkubovat 2 min s otevienym vickem pfi
laboratorni teploté.
8. Na stfed matrix kolonky bylo napipetovano 15 pul RNase-free vody. Po inkubaci
1 min byl vzorek centrifugovan 1 min pro eluci DNA.
9. Pritokova frakce byla odebrana a znovu napipetovdna na kolonku. Krok 8 byl
zopakovan.
Nésledné byla zmétfena koncentrace purifikované DNA. DNA byla poté ptfidana
k 2,5 ul 10 umol-1I"" primeru tak, aby po doplnéni PCR vodou na objem 10 ul bylo ve
smési 50 ng DNA. Takto pfipravena smes byla poté odeslana do firmy SEQme s.r.0. pro
provedeni Sangerova sekvenovani StandardSeq. Vysledky sekvenovani byly otevieny
v programu FinchTV, sekvence nukleotidi byla poté vlozena do webového programu
BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_ SPEC=GeoBlast

&PAGE _TYPE=BlastSearch) za ucelem zjisténi shody sekvence s hledanym

patogenem.

3.2.7 Mikroskopie spor Nosema spp.

N. ceranae a N. apis jsou jedinymi z patogeni, detekovanych v této préci, jejichz
detekce je moznd provést pomoci svételného mikroskopu. OdliSeni téchto druhi od sebe
neni velmi spolehlivé. Pro ucely prace byla ale mikroskopie spor Nosema spp. pouzita
jako pozitivni kontrola pro porovnani s PCR, tedy pro identifikaci pfipadné falesné

negativnich vysledkd.

Pro pozorovani spor Nosema spp. byl pfipraven nefixovany preparat ze vceliho

homogenatu a to tak, ze 10 pl homogendtu bylo kapnuto na podlozni sklicko a
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prelozeno sklickem krycim. Preparat byl poté vlozen pod svételny mikroskop a spory

byly pozorovany pii zvétseni 400%.
3.2.8 LAMP

Postup pro detekci patogeni technikou LAMP byl piejat z Lannutti et al. (2020)
s tim rozdilem, Ze misto genomické DNA N. ceranae byl jako DNA templat pouzit
vzorek vceliho homogenatu uchovany na FTA karté, ktery byl dle mikroskopie a PCR
vyhodnocen jako pozitivni na N. ceranae. Vzorek z FTA karty byl zpracovan stejnym
zpusobem jako pro PCR. Primery pouzité pro reakci jsou uvedeny v tabulce 4,
koncentrace jednotlivych reagencii v reakéni smési v tabulce 5. Reakce probihala
v termocykléru 30 min pii 62 °C a ukonc¢ena byla inkubaci 5 min pii 80 °C. Pro detekci
byl po ukonceni reakce pfidan 1 pl barviva SYBR safe. Vysledky byly vizualizovany
pomoci transiluminatoru, popiipadé¢ byly amplikony podrobeny agarosové
elektroforéze. Pro optimalizaci metody byly vyzkouseny rizné koncentrace Mg?' a
primert, rizné findlni objemy reakce a riizna koncentrace SYBR safe pro detekci.

Tab. 4 Sekvence primert cilenych na gen PTP3, pouzivanych pro LAMP detekci N. ceranae dle
Lannutti et al. (2020).

Primer Sekvence (5’— 37)

F3-NC PTP3 GAGAGGTACTTCTCAAAGAACA

B3-NC PTP3 CTCCACTGTTAAGTGATCTCAT

FIP-NC PTP3 GATTGCGCTGCTTTAATTCCTGTGGCTACAGAAGAAAGACTTG
BIP-NC PTP3 GGAGGAACAATAGAAGAAGCAAGATGCGCTTCTCTACTCTCA
LF-NC PTP3 CCTCACTAATCTTCCTGGCTCTA

LB-NC PTP3 CAGCTAAGGCGGCAGCTGAAA
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Tab. 5 SloZeni reakéni smési pro LAMP dle (Lannutti et al., 2020).

Reagencic Koncentrace Koncentrace v Objem [pul] na 10 pl
£ zasobniho roztoku reakéni smési reakéni smési

IA pufr (obsahuje

2 mmol-I"' MgSO4) 10x Ix !

MgSO, 100 mmol-1"! 8 mmol-1"! 0,8

dNTPs mix 100 mmol-1" 1,4 mmol-1"! 1,4

primer BIP/FIP 10 umol-1"! 1,6 pmol-1" 1,6

primer F3/B3 10 umol-1"! 0,2 pmol-1" 0,2

primer LF/LB* 10 umol-1"! 0,4 pmol-1" 0,4

Bst polymerasa 8000 U 32U 0,4

H,O - - 1

DNA templat variabilni > 10 kopii T 1

*Je mozné predpfipravit primer mix ze vSech primert na uréité mnozstvi reakci.
+ Udavané vyrobcem polymerasy.

3.2.9 Statistické vyhodnoceni dat

Veskeré statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno v programu Microsoft Excel a
s pomoci webovych nastroji uvedenych dale. Byly porovnavany vysledky z detekce
péti vybranych patogent ziskané z PCR s pouzitim FTA karet a DNA izolované kitem
Qiagen. Pro stanoveni miry shody vysledkii bylo pro kazdy detekovany patogen
vypocteno Cohenovo kappa (k), které v tomto pripadé posuzuje shodu dvou metod, tedy
FTA a Qiagen, které rozdéluji testované vzorky do dvou skupin — nakazené a
nenakazené. Pro vypocet k byla pouzita online kalkulacka dostupna na webu

Idostatistics (https://idostatistics.com/cohen-kappa-free-calculator/#risultati).

Interpretace hodnoty « byla nasledovna: 0,01-0,20 znac¢i nepatrnou shodu;
0,21-0,40 uchézejici shodu; 0,41-0,60 mirnou shodu; 0,61-0,80 znacnou shodu a
0,81-1,00 téméi dokonalou shodu. Pokud je k=0 pak pravdépodobnost shody je stejna
jako pravdépodobnost nahodné shody. Pokud nabyva k zapornych hodnot, pak je
pravdépodobnost shody niz8i neZ pravdépodobnost ndhodné shody. Detekce patogenti
byla provedena na vzorcich v€el odebranych ze veelstev na podzim roku 2020 a na jate
roku 2021. Pro vypocet k pii porovnavani metod byly pouzity vysledky detekce ze

vSech testovanych vzorkt, tedy z 50 podzimnich a 35 jarnich.
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Jelikoz Nosema spp. 1ze detekovat i mikroskopicky, byly vysledky takové detekce
brany jako kontroly. Vysledky z mikroskopie byly tedy porovnany s vysledky z PCR
s pouzitim FTA karet ¢i kitu Qiagen pro zhodnoceni spravnosti detekce. K porovnani

byl opét pouzit vypocet K.

Jako posledni byl vypocet k pouzit pro vyhodnoceni, zda se dany patogen vyskytoval
ve stejném vcelstvu jak na podzim, tak i na jafe. Pro srovnani rizika vyskytu
detekovanych patogenti (nachylnosti véelstev k nakaze) v danych ro¢nich obdobich byl
poté vypocten pomér Sanci (,,odds ratio*; OR) pro kazdy z patogent. V pfipade, ze
OR=1, pak neexistuje souvislost mezi vyskytem nakazy a rocnim obdobim. OR<1 znaci
snizeny vyskyt ndkazy a OR>1 znac¢i zvySeny vyskyt nakazy. OR byly vypocteny
spomoci online kalkulatky dostupné na webu Social Science Statistics

(https://www.socscistatistics.com/biostatistics/default?.aspx). Pfi porovnavani jarnich a

podzimnich vzorkl byly vzdy pouzity vysledky detekce pouze ze vcelstev, u kterych
byly k dispozici vzorky jak z podzimnich, tak z jarnich odbért (35 vcelstev).
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4 Vysledky

4.1 Optimalizace FTA Kkaret

4.1.1 Uchovani homogenati v¢éel na FTA kartach

Pro pouziti srostlinnym materidlem se FTA karty pouzivaji tak, Zze list rostliny je
obtisknut na kartu (Thompson & Hrabak, 2018). Tento zpisob byl vyzkouSen i se
vzorky vcel, kdy vcely byly pfimacknuty k povrchu karty. Tento zpisob ale narusoval
povrch karty, zabiral piili§ velké misto na kart¢ a nebylo moZzné ziskat homogenni
vzorek (obr.13A). Proto byly vyuzity homogenizacni sacky a homogenat byl aplikovan
na kartu v objemu 20 pl. Bylo ale pozorovano nerovnomérné rozprostieni a prosakovani
jednotlivych vzorki do sebe (obr. 13B).

Na FTA kartach jsou pfredem natiSténé 4 kruznice, které znaci mista nanaSeni vzorkd.
Pro vazbu DNA je ale pouzitelnd celd plocha karty. Kvili velkému mnoZstvi
testovanych vzorki byly karty pomysiné rozdéleny do Sesti fadkt a sloupcti. Vzorky
vCelich homogenati byly nanaSeny na karty tak, aby se na jednu FTA kartu veslo
36 vzorkl (viz obr. 14). Zaroven byl upraven zplsob aplikace homogenat nasledovné:
Pomoci 1000 pl pipety bylo nabrano 100 pl homogenatu. Ze Spicky byla vytlaCena mala
kapka, ktera byla pfilozena na FTA kartu (pipeta byla stale drzena v 1. poloze) a pomalu
rovhomérné rozprostiena tak, aby vytvofila kruh o priméru cca 0,5 cm. Zbyly
homogenat byl vtazen zpét do Spicky. Timto zpisobem byla karta nasycena
homogenatem pouze na pozadované plose. Bylo tak zabranéno migraci vzorku do
oblasti jiného vzorku, prosaknuti skrz kartu k jejimu papirovému obalu ¢i nahromadéni

hustého homogenatu na povrchu karty.
B)

Cat. No. 29277432

Obr. 13 Prvotni zkouska naneseni vzorkd véel na FTA kartu. A) Obtisknuté celé vcely. B)
Aplikované homogenaty vcel.
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Cgt. No. 29277432 Lot No. 17425977

Obr. 14 Finalni optimalizované naneseni vzorkli na FTA kart¢.

4.1.2 Zpracovani vzorki z FTA karet

Pro optimalizaci PCR z FTA karet bylo pouzito 8 vzorki vcel, pficemz sledovany gen
byl housekeeping gen EF-1 alpha. Jak je vidét na obr. 15, vysledky PCR byly pon¢kud
nekonzistentni. VSechny testované vzorky meély byt pozitivni, nicméné u nékterych

vzorkl doslo k falesné negativite.

Obr. 15 Vysledky PCR z FTA karet cilené na gen EFI-alpha (153 bp). M1: marker GeneRuler
50 bp; 1-8: vzorky v¢el; NK: negativni kontrola; PK: pozitivni kontrola (izolovand vceli
gDNA).
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Jako mozné problémy PCR z FTA karet byly uréeny ptili§ velka velikost vzorku,
nedostatecné promyti vzorku (po promyti musi byt vzorek Cisté bily jako ptivodni karta)
a nedostate¢ny objem PCR reakéni smési (na vystfizeném ctverci je piiliS mnoho
DNA). Misto ctverce vyriznutého skalpelem bylo z FTA karet vystfizeno kolecko
dérovacimi klestémi o priméru 1,6 mm (obr. 16). Kolecko bylo nasledné skalpelem
roztiznuto na ¢tvrtiny. Byly tedy ziskany vzdy 4 vytiznuté vzorky karet, jejichz plocha
byla mensi nez 1 mm. V pfipadé, ze byl vzorek homogenatu aplikované¢ho na kartu
prilis husty a po zaschnuti se na povrchu karty vytvofila krusta, byla tato krusta po
vystfizeni vzorku jemné seSkrabnuta skalpelem, coz zna¢né zrychluje nasledny proces
promyvani. Pro dokonalé promyti vzorku byl postup promyvani upraven a to tak, ze
vzorek v PCR zkumavce byl nejprve inkubovan 5 min ve 100 pul TENT pufru a nasledné
kratce protfepan v ruce. Vzorek byl poté promyt jest€¢ 2x 100 pul TENT pufru a
2x 100 ul TE pufru. Kvali moznosti ptili§ velkého mnozstvi DNA ve vzorku na
pouzivany objem reakce, byla pro porovnani vyzkouSena reakce dvojnasobna se
stejnymi vzorky. Vysledny elektroferogram je zobrazen na obr. 17. Je vidét, ze pii
zvySeném objemu reakce a dokonalém promyti karty, probihala amplifikace

konzistentn€ ve vSech vzorcich.

Obr. 16 Dérovaci klesté pouzivané pro vyfezavani vzorkt z FTA karet.
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Obr. 17 Zkouska riiznych postupti zpracovani FTA karet pro PCR. M: marker Generuler 50 bp;
1-8: vzorky pouzité pro PCR o objemu 12 pl; 9-16 stejné vzorky pouzité pro PCR
o objemu 24 pul; NK: negativni kontrola. Podtrzené vzorky byly zamémé ponechany lehce
zabarvené (nedokonale promyté).

4.1.3 Vzijemna kontaminace vzorkii pri vyrezavani FTA karet

Pro stanoveni, zda pfi vyfezavani vzorka z karty pomoci dérovacich klesti nedochazi ke
vzajemné kontaminaci vzorkl, bylo vyfiznuto 5 kontrol z Cistych casti karty. Tyto
kontroly byly vyfezdvany tak, Ze po vyfiznuti vzorku homogenatu byla stejnymi
klestémi ihned vyfezéana Cista ¢ast karty. Tento postup byl opakovan s dalSimi ¢tyfmi
vzorky. VSech pét kontrol bylo Cistych (viz obr. 18), pii vyfezavani karet tedy

nedochazi ke vzajemné kontaminaci vzorki.

M 1 2 3 4 5 6

500

250
150

Obr. 18 Zkouska cross-kontaminace FTA karet pii vyfezdvani vzorkt. M: marker GeneRuler
50 bp; 1-5: vyfezané Cisté Casti karty; 6: Cast karty se vzorkem homogenatu (pozitivni
kontrola).
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4.2 Mikroskopicka detekce Nosema spp.

Vsechny vzorky homogenéatt vcel z projektu COLOSS byly mikroskopovany pro urc¢eni
pritomnosti spor Nosema spp. Na obrazku 19 je vidét mikroskopicky snimek vybraného
pozitivniho vzorku. Vysledky z mikroskopie vsSech vysetfovanych vcelstev jsou

uvedeny dale v tab. 6 a 7 spolu s vysledky z PCR.

Obr. 19 Ukazka vzorku pozitivniho na Nosema spp.

4.3 Vysledky end-point PCR z FTA karet a izolované DNA
4.3.1 Porovnani vyslednych elektroferogrami

End-point PCR bylo provedeno se vSemi podzimnimi a jarnimi vzorky vcel, a to jak
z izolované DNA kitem Qiagen, tak z DNA na FTA kartach. Na obrazcich 20-24 jsou
vidét porovnani elektroferogramt produkti PCR z kitu Qiagen a FTA karet osmnéacti
vybranych podzimnich ¢i jarnich vzorkidl vcel, vySetfovanych na vybrané patogeny.
V ptipadé¢ PCR cilené na EFI-alpha, L. passim a S. marcescens se vysledky z kitu
Qiagen a FTA karet shodovaly a byly pozorovany pouze mirné rozdily v intenzité
bandl (napfi. vzorek 2 na obr. 21). C. mellificae nebyla detekovana v zadném vcelstvu.
U N. ceranae byly pozorovany vyrazné rozdily, kdy u kitu Qiagen byly na
elektroferogramu vidét pouze velmi slabé (viz podzimni vzorek 14 na obr. 24) ¢i zadné
bandy u vzorkd, které na FTA kartdich vychdzely jako pozitivni. N. apis byla

detekovana pouze v jednom jarnim vcelstvu, a to pouze na FTA kartach.
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EF1-alpha (153 bp)

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 NK

Obr. 20 Porovnani elektroferogrami produkti PCR cilené na gen EFI-alpha. (A) vysledky
z DNA-izola¢niho kitu Qiagen. (B) vysledky z FTA karet. M: marker GeneRuler 50 bp;
1-18: vybrané podzimni vzorky véel; NK: negativni kontrola.

L. passim (247 bp)
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 NK

500

250
150

500 —»

Obr. 21 Porovnani elektroferogramti produkti PCR pro detekci L. passim. (A) vysledky z DNA
izolacniho kitu Qiagen. (B) vysledky z FTA karet. M: marker GeneRuler 50 bp; 1-18:
vybrané podzimni vzorky vcel; NK: negativni kontrola.
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S. marcescens (107 bp)

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 NK

500

100

Obr. 22 Porovnani elektroferogrami produkti PCR S. marcescens. (A) vysledky z DNA

izolacniho kitu Qiagen. (B) vysledky z FTA karet. M: marker GeneRuler 50 bp; 1-18:
vybrané podzimni vzorky vc¢el; NK: negativni kontrola.

C. mellificae (140 bp)
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 NK

500 —» [

250 —» R
150 —+ B

Obr. 23 Porovnéni elektroferogrami produkti PCR pro detekci C. mellificae. (A) vysledky
z DNA izola¢niho kitu Qiagen. (B) vysledky z FTA karet. M: marker GeneRuler 50 bp;
1-18: vybrané podzimni vzorky vcel; NK: negativni kontrola.
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N. apis (297 bp) a N. ceranae (662 bp)
1) Podzimni vzorky
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 NK

700 —»
500 —»

250 —»

700 —p
500 —»

250 —»

2) Jarni vzorky
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 NK

J00 —»
500 —»

250 —»

Obr. 24 Porovnani elektroferogramti produktti duplex PCR pro detekci N. apis a N. ceranae. (A)
vysledky z DNA izola¢niho kitu Qiagen. (B) vysledky z FTA karet. M: marker
GeneRuler 50 bp; 1-18: vybrané jarni/podzimni vzorky vcel; NK: negativni kontrola.
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4.3.2 Shrnuti vysledkii detekce ve v§ech testovanych vzorcich

Shrnuti vysledkii zastoupeni patogenti ziskanych z end-point PCR (kit Qiagen vs. FTA)
ve vSech podzimnich vzorcich je uvedeno v tabulce 6 a vzorcich jarnich v tabulce 7.
Zaroven jsou v tabulkach uvedeny vysledky mikroskopické detekce, ktera slouzila jako
kontrola spravnosti urceni pozitivni infekce pro Nosema spp. Z celkovych 36 vzorki
oznacenych jako Nosema-pozitivni byl pouze 1 vzorek na FTA karté vyhodnocen jako
falesné negativni, zatimco u kitu Qiagen bylo falesné negativnich vzorku celkem 32.
V ptipadé detekce L. passim a C. mellificae byly vysledky shodné ve vSech testovanych

vcelstvech. U §S. marcescens se vysledky liSily ve 2 vcelstvech.
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Tab. 6 Porovnani vysledkii mikroskopické detekce Nosema spp. a PCR detekce patogeni
provedené na DNA izolované kitem Qiagen nebo FTA kartami z podzimnich vzorku
veel. Vysvétlivky: (+) = pozitivni nalez; (—) = negativni.

Podzim . . . Mikroskopie
2020 L. passim C. mellificae  S. marcescens N. apis N. ceranae Nosema spp.

Cislo

veelafe Qiagen FTA  Qiagen FTA Qiagen FTA Qiagen FTA Qiagen FTA

O 003N WIN
I
I
I
I
=7 L = E

10 = = = =
13 = = = =
14 = = = =
15 = = = =
16 = = = =
17 = = = = = = = = =
18 = = = =
19 = = = =
20 = = = = = = = = =
21 = = = =
22 = = = =
23 = = = =
24 = = = =
25 i A = =
28 = = = =
29 = = = =
30 = = = =
32 i A = = = = = = =
33 = = = =
34 = = = =
35 = = = =
36 = = = =
37 = = = =
38 = = = =
39 = = = =
40 = = = =
41 + A = =
42 = = = =
43
44
45
46
48
50
51 = = = =
52 = = = =
53 = = = =
54 = = = =
55 = = = =
56 +
57 = = = =
58 = = = = = = = = = + +
59 4 + — — — — — — - - -
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Tab. 7 Porovnani vysledki mikroskopické detekce Nosema spp. a PCR detekce patogent
provedené na DNA izolované kitem Qiagen nebo FTA kartami z jarnich vzorkd vcel.
Vysvétlivky: (+) = pozitivni; (—) = negativni.

Jaro

2021 passim C. mellificae  S. marcescens N. apis N. ceranae Mikroskopie

\C/élZIIZfe Qiagen FTA Qiagen FTA Qiagen FTA Qiagen FTA Qiagen FTA Nosema spp-

2 - - - - - - - - - T
7 — — — — — — — — — —
8 - - - - - - - - - +
10 - - - - - - - - - +
13 - - - - - - - - - —
15 - - - - - - - - - +
16 - - - - - - - - - - -
17 - - - - - - - - - +
18 - - - - - - - - - - -

20 - - - - - - - - - - -

21 - - - - - - - - - -

22 - - - - - - - - - -

23 - - - - - - - - -

24 - - - - - - - - -

25 - - - - - - - - -

28 - - - - - - - - -

30 - - - - - - - - -

33 - - - - - - - - -

34 - - - - - - - - -

35 - - - - - - - - -

37 - - - - - - - - -

39 - - - - - - - - -

41 - - - - - - - + -

42 - - - - - - - - -

43 - - - - - - - - -

46 v - = - - - - - -

48 - - - - - - - = -

50 = = = = & + - - -

51 - - - - - - - = -

52 - - - - - - - = -

53 - - - - - - - = -

54 - - - - - - - = -

55 - - - - - - - = -

57 - - - - - - - = -

59 - - - - - - - = -

+ 0+ + 1+

I+ 4+ 4+ +++ 1 1+ 1+ ++++++ 1
I+ ++++++ 1+ 1+ ++++++ 1 +

|+ +
|+ +
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4.4 Sekvenace PCR produkti pro potvrzeni detekce cileného patogenu

Vzorky, u kterych byla detekovana N. ceranae, N. apis, L. passim a S. marcescens, byly

poslany na sekvenaci (provedla firma SeqMe jako zakdzkovou sekvenaci) pro

potvrzeni, ze se opravdu jednd o dané mikroorganismy. C. mellificae nebyla ve vzorcich

detekovana. Ziskané sekvence byly vlozeny do webového néstroje nucleotide BLAST.

U vsech vzork byla nalezena shoda s danym mikroorganismem (viz obr. 25-28). Pouze

u vzorku S. marcescens byla také nalezena shoda s jinymi enterobakteriemi, naptiklad

z rodu Legionella a Salmonella.

Nosema apis strain AP1 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: JQ639297.1 Length: 322 Number of Matches: 1

Range 1: 38 to 320 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
503 bits(272) 8e-138 279/283(99%) 2/283(0%) Plus/Plu
Query 11  ACTGCT-MGT-ATACTCACTTTATTTGATGTACATTATACATAACTACGTTAAAGTGTAG
sojer 35 AhcattalALULHAHHAHUHAUHA LA
Query €9  CTAACATATGTACAGTAAGAGTGAGACCTATCAGCTAGTTGTTAAGGTAATGGCTTAACA
aaitntiinmianinmtimiitutitioiing
Query 129 AGGCAATAACGGGTAACGGTATTACTTTGTAATATTCCGGAGAAGGAGCCTGAGAGACGG
iyttt
Query 189 CTACTAAGTCTAAGGATTGCAGCAGGGGCGAAACTTGACCTATGGATATTATCTGAGGCA
seayiniititmntimmimmmitininihiiingg
Query 249 ATGGGAAGTAACATAGTTGTTTCACATTTTAAMCGCCCCC 291
gyttt tingitiintiges

s
68
97
128
157
188
217
248
277

Obr. 25 Porovnani sekvence nukleotidii PCR produktu se sekvenci genomu N. apis z databaze

s pomoci nastroje nucleotide BLAST. Query = osekvenovany produkt; sbjct =

sekvence z databaze.

Nosema ceranae strain BJ3 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: MF099639.1 Length: 187 Number of Matches: 1

Range 1: 4 to 187 GenBank Graphic:

Score

337 bits(182)

Query 3
Sbjct 4
Query 63

Sbjct 64

Query 123

Sbjct 124

Query 183

Sbjct 184

Expect Identities Gaps Strand

Se-88 183/184(99%) 0/184(0%) Plus/Plus

GATTACTATAGAATTTGAGTTTTTTGGCTCTGGGGATAGTATGATCGCAAGATTGAAAAT

IHIIIHHIIIHIH|||||HIIIIIIHI\IIIIHHIIIHIHIIIIIHII
GATTACTATAGAATTTGAGTTTTTTEGC TCTGEEGATAGTATGATCGCAAGATTGAA

TAAAGAAATTGACGGAAGAATACCACAAGGAGTGGATTGTGCGGCTTAATTTGACTCAAC

AAGAATACCACAAGGAGTGGATTGTGCGGCTTAATTTGACT

GCGAGGTAACTTACCAATATTTTATTATTTTGAGAGRACGGTTTTTTGTTTGAGAATGAC

GAGGTAACTTACCAATATTTTATTATTTTGAGAGAACGGTTTTTTGTTTGAGAATGAC

CGGG 186

CGGG 187

62

122

123

182

183

referenéni

Obr. 26 Porovnani sekvence nukleotidd PCR produktu se sekvenci N. ceranae z databaze

s pomoci nastroje nucleotide BLAST. Query = osekvenovany produkt; sbjct =

sekvence z databaze.
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Lotmaria passim isolate 2365A cytochrome b (cytb) gene, partial cds; kinetoplast
Sequence ID: MG494247.1 Length: 425 Number of Matches: 1
See 1 more title(s) v See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 162 to 377 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
399 bits(216) 7e-107 216/216(100%) 0/216(0%) Plus/Minus

Query 5 TATTCTTTTTACTGTATGTTCATATATTTAAAGCGATCGTTTTAATAATTTTATTTGATA 64

CELELLEELEREREEr et e e LT
Sbjct 377 TATTCTTTTTACTGTATGTTCATATATTTAAAGCGATCGTTTTAATAATTTTATTTGATA 318

Query 65 CTCatattttagtatgagcagtaggttttattatatatatattcatagtagttataggtt 124
N Tt T
Query 125 tLaltGGATATGTATTACCATGTACAATGATGTCTTATTGAGGTCTAACTGTTTTTAGCA 184
oy 257 AAHM NI, o,
Query 185 ATATTTTAGCAACAGTACCAGTTATTGGTGTTTGGC 220

Sbjct 197 ATATTTTAGCAACAGTACCAGTTATTGGTGTTTGGC 162

Obr. 27 Porovnani sekvence nukleotidit PCR produktu se sekvenci L. passim z databaze
s pomoci nastroje nucleotide BLAST. Query = osekvenovany produkt; sbjct = referencni
sekvence z databaze.

Serratia marcescens strain Tc-8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: MW425449.1 Length: 1292 Number of Matches: 1

Range 1: 435 to 497 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
117 bits(63) 2e-22 63/63(100%) 0/63(0%) Plus/Plus

Query 14  AGCACCGGCTACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA 73

I|I\IIII\IHHIHHII\IIII\IIII\IIII\II\I\II\I\II\IIII\IIII\
Sbjct 435 AGCACCGGCTACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA 494
Query 74 ATT 76

]
Sbjct 495 ATT 497
Obr. 28 Porovnani sekvence nukleotidt PCR produktu se sekvenci S. marcescens z databaze

s pomoci nastroje nucleotide BLAST. Query = osekvenovany produkt; sbjct = referencni
sekvence z databaze.
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4.5 Zastoupeni patogenii v podzimnich a jarnich vzorcich vcel

4.5.1 Prevalence patogenti na podzim a na jare

Prevalence patogenti byla vypocitina jako procento pozitivnich vzorkli ze vSech
testovanych vzorkd. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 8. V tabulce 9 je pak uvedeno
porovnani vyskytu patogenil ve stejnych vcelstvech na podzim 2020 a na jate 2021.

Tab. 8 Porovnani prevalence patogeni ve vzorcich véel z podzimu 2020 a jara 2021. Pro
vypocet prevalenci byly pouzity pouze vysledky z PCR provedené na FTA kartach.

Podzim 2020 Jaro 2021
patogen pocet po.cet’ pocet po.cet’
. pozitivnich  prevalence . pozitivnich prevalence
vzorku . vzorku .
vzorku vzorku
L. passim 9 18 % 1 2,8 %
C. mellificae 0 0% 0 0%
S. marcescens 50 23 46 % 35 1 2,8 %
N. apis 0 0% 1 2,8 %
N. ceranae 14 28 % 21 60 %
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Tab. 9 Porovnani zastoupeni patogent ve stejnych vcelstvech na podzim 2020 a poté na jare 2021.

Podzim 2020 Cislo véelstva Jaro 2021
S. marcescens N. apis N. ceranae L. passim C. mellificae S. marcescens

Cislo v&elstva L. passim C. mellificae N. apis  N. ceranae
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4.5.2 Koinfekce patogenii

V podzimnich vzorcich vcel bylo celkem 32 % vcelstev neinfikovanych zadnym
z detekovanych patogentl, zatimco v jarnich vzorcich tomu bylo u 40 % vcelstev.
48 % podzimnich vzorkl ze vcelstev bylo infikované jednim patogenem, 16 % dvéma
riznymi patogeny a zbyld 4 % byla infikovana tiemi raznymi patogeny. Zadné ze
vcelstev nebylo na podzim infikovano vice jak tfemi patogeny. Na jafe byl ve vice jak
poloviné vcelstev (51,43 %) detekovan jeden druh patogenu. Zbyla jarni vcelstva

(8,57 %) byla infikovana dvéma druhy (viz obr. 29).

Podzim 2020
60%
>
2 50%
S 40%
= 30% t
20%
10% I
0% =
(a) 0 1 2 3 4 5
Pocet patogenti ve véelstvu
Jaro 2021
60%
> 50%
&
3 40%
O
>
x 30% r
20%
10%
o O
(b) 0 1 2 3 4 5

Pocet patogenti ve vCelstvu

Obr. 29 Koinfekce patogenti v testovanych vcelstvech. (a) Procentudlni zastoupeni vcelstev
infikovanych vicero patogeny na podzim 2020. (b) Procentudlni zastoupeni vcelstev
infikovanych vicero patogeny na jate 2021.
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4.6 Statisticka analyza

4.6.1 Porovnani vysledkii z FTA karet a kitu Qiagen

Cohenovo kappa bylo vypocteno pro vyhodnoceni shody vysledkli detekce patogenti
ziskanych z PCR s pouzitim FTA karet a kitu Qiagen, a také pro vyhodnoceni shody
mezi vysledky mikroskopické detekce a PCR detekce Nosema spp. s pouzitim FTA
karet a kitu Qiagen. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 10. Patogeny, u nichz je
uvedena pomlcka nebyly v dané sadé¢ vzorkli detekovany, nemohlo tak pro né byt
vypoéteno «, popiipadé nemohly byt detekovany mikroskopicky. Shoda vysledki
v ptipad¢ detekce L. passim a S. marcescens byla vyhodnocena jako téméf dokonala, a
to jak u podzimnich, tak jarnich vzorkd. U N. apis a N. ceranae nebyla v jarnich
vzorcich nalezena zadna shoda. V podzimnich vzorcich byla shoda vysledk pro detekci
N. ceranae vyhodnocena jako uchdzejici. Pfi porovnani vysledki z kitu Qiagen
s mikroskopickou detekci Nosema spp., kterou povazujeme jako pozitivni kontrolu,
byly pozorovany stejné hodnoty k jako u porovnani s FTA kartami. Naopak pfi
porovnani FTA karet s mikroskopickou detekci byla pozorovana témét dokonald shoda.
Kit Qiagen tedy pti detekci Nosema spp. neposkytuje spravné vysledky, zatimco FTA

karty ano.

Tab. 10 Hodnoty Cohenova kappa pro uréeni miry shody mezi vysledky ziskanymi pouzitim
rozdilnych metod

Cohenovo kappa

Qiagen vs. FTA Qiagen vs. mikroskopie FTA vs. mikroskopie
patogen podzim jaro podzim jaro podzim jaro
L. passim 1,000 1,000 - - - -
C. mellificae - - - - - -
S. marcescens 0,920 1,000 - - - -
N. apis - 0,000 - - - -
N. ceranae 0,365 0,000 - - - -
Nosema spp. 0,365 0,000 1,000 0,940

4.6.2 Porovnani vysledkii u podzimnich a jarnich vcel

Pro urceni, zda existuje shoda mezi vyskytem stejnych patogenil ve stejnych véelstvech
na podzim a na jafe, bylo vypocitano « (viz tab. 11). Pro vypocet byly pouZzity pouze
vysledky z FTA karet. U S. marcescens byla pozorovana nepatrna shoda, u L. passim

pak shoda uchézejici. U N. apis a N. ceranae nebyla pozorovana zadna shoda. Pro
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vyhodnoceni néchylnosti vcelstev k ndkaze na jafe oproti podzimu ¢i naopak, byly
vypocitany hodnoty OR. Pro porovnani vysledkli vzorkd podzimnich vici jarnim bylo
pouzito oznaceni OR1 a pro porovnani vysledki jarnich vi¢i podzimnim oznaceni OR2
(viz tab. 12). Z vyslednych hodnot OR je patrné, ze véelstva byla na podzim nachylng;jsi
na infekci L. passim oproti jaru. Podobné tak tomu je i u S. marcescens, kdy jsou Sance
jejiho vyskytu na podzim vyrazné vyssi. Naproti tomu u N. ceranae byla pozorovana
priblizné trojnasobné vyssi Sance vyskytu na jafe oproti podzimu.

Tab. 11 Vyhodnoceni shody vyskytu vybranych patogenti ve stejnych véelstvech na podzim a
na jafe.

podzim vs. jaro

patogen

Cohenovo kappa
L. passim 0,250
C. mellificae -
S. marcescens 0,060
N. apis 0,000
N. ceranae -0,022

Tab. 12 Srovnani nachylnosti v¢elstev vii¢i nakaze na podzim a na jate, vyjadiené pomoci OR.

podzim/jaro jaro/podzim

patogen OR1 OR2
L. passim 7,03 0,14
C. mellificae - -
S. marcescens 32,11 0,03
N. apis - -
N. ceranae 0,35 2,88
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4.7 Optimalizace LAMP

LAMP reakce byla nejprve vyzkousena dle Lannutti et al. (2020) s rozdilem v templatu.
Reakce tedy probihala v objemu 10 ul a pro detekci byl pfidan 1 pl barviva SYBR safe.
Pro reakci byly pouzity 3 vybrané vzorky, pozitivni na N. ceranae. Vysledky reakce
jsou vidét na obr. 30. U tfi testovanych vzorkl bylo pozorovano oranzové, u negativni
kontroly poté temné¢ Cervené az Cerné zbarveni. Je patrné, ze vSechny tfi pouzité vzorky
jsou pozitivni, nicméné nebylo pozorovano Cisté zluté zbarveni, jaké uvadéji v ¢lanku
(viz obr. 10 v kapitole 2.3.4.3). Stejny postup byl vyzkousen jest¢ jednou, tentokrat
s pouzitim Sesti vybranych COLOSS vzorkl pozitivnich na N. ceranae. VSechny
reakce vSak byly negativni (obr. 31). LAMP produkty téchto Sesti netispésnych reakci
spolu s jednou zptedeslych uspésnych reakci byly také podrobeny agarosové
elektroforéze pro potvrzeni, zda doSlo ¢i nedoSlo k amplifikaci. Na vysledném

elektroferogramu je videt, Zze k amplifikaci opravdu nedoslo (viz obr. 32).

Obr. 30 Vysledky LAMP reakce provedené v objemu 10 pl s detekei 1 pl SYBR safe. 1-3:
vybrané vzorky predesle identifikované jako Nosema-pozitivni. NK: negativni kontrola.
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NK

5 6

Obr. 31 Vysledky LAMP reakce provedené v objemu 10 pl s detekci 1 ul SYBR safe. 1-6:
Vybrané COLOSS vzorky. NK: Negativni kontrola. P: pozitivni reakce (zkumavka
z predeslé uspésné amplifikace pfiloZena pro vizualni porovnani).

Obr. 32 Elektroferogram vysledktit LAMP reakce Sesti vybranych COLOSS vzorkl (1-6), které
pfi vizudlni detekci byly vyhodnoceny jako negativni. M: marker Generuler 50 bp. P:
pozitivni reakce z predeslé uspésné amplifikace. NK: negativni kontrola.

4.7.1 Optimalizace koncentrace MgSQOy

Jelikoz v navodu pro Bst polymerasu vyrobce uvadi optimalni celkovou koncentraci
Mg** vreakci 8 mmol-1"!, bylo vyzkouSeno sniZeni koncentrace z 10 mmol-1"' na
8 mmol-1". Po sniZeni koncentrace byla pozorovana amplifikace (viz obr. 33). Pro
vyzkouseni, zda by pii jesté nizSich koncentracich Mg** neprobihala reakce lépe, byly
vyzkouseny LAMP reakce s celkovou koncentraci Mg** od 2 mmol 1" do 8 mmol-1!

(obr. 34). Kazda reakce byla provedena v triplikdtu a pro vSechny byl pouZit stejny
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vzorek. Amplifikace byla pozorovéana u koncentraci 4; 5; 6 a 8 mmol-1"\. Zaroven byly
pozorovany nekonzistentni vysledky v radmci triplikatd, zabarveni se neshodovala.
Nejvice zluté zabarveni bylo pozorovano u koncentraci 5 a 6 mmol-1"!, oviem pouze
vjednom ze tfi replikdtd. Naproti tomu nejvice konzistentni amplifikace v rameci
replikatd byla pozorovidna u koncentrace 8 mmol-1"!, nicméné& zabarveni bylo svétle
oranzové, amplifikace tudiz nebyla vysokd. Nebyla tedy urfena piesnd idedlni
koncentrace MgSQOs, avsak vzhledem k ptedeslym netspésnym amplifikacim s pouzitim
koncentrace 10 mmol-1"! byla pro dalsi optimaliza¢ni kroky pouZivdna koncentrace

8 mmol-1".

Obr. 33 Porovnani LAMP reakce provedené pii koncentraci Mg®" 10 mmol-1" a 8 mmol-1".
NK: negativni kontrola. P: pozitivni reakce (zkumavka z ptredeslé uspésné amplifikace
ptiloZena pro vizualni porovnani).

Obr. 34 Optimalizace koncentrace MgSOs v LAMP reakci v koncentracich od 2 do 8 mmol 1"
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4.7.2 Uprava objemu reakce a koncentrace SYBR safe

Jelikoz pti optimalizaci FTA karet pro PCR byly ze zacatku pozorovany podobné
nekonzistentni vysledky a problém byl vyfesen zvySenim objemu reakce, byl objem
LAMP reakce zvysen dvojnasobné, tedy na 20 pl. Byly provedeny 4 reakce se stejnym
vzorkem a amplikony byly detekovany jak piimo, tak pomoci gelové elektroforézy
(obr. 35A a 35B). Reakce byla nésledné se stejnymi parametry a stejnymi vzorky

provedena znovu nasledujici den (obr. 35C a 35D).

A) B)

M NK 1 2 3 4

700 bp —»
500bp —»

250bp —»

C) D)

700 bp —»
500 bp —»

250bp —»

Obr. 35 LAMP reakce provedené ve 20 pl s 8 mmol-I"! Mg®". A) P¥ima detekce pouzitim 1 pl
SYBR safe. B) Elektroferogram vzorkl z ¢asti A. C) Opakovani reakce nésledujici den;
detekce 1 ul SYBR Safe. D) Elektroferogram vzorka z ¢asti C. 1-4: replikaty stejného
Nosema-pozitivniho vzorku. M: marker Gener Ruler 100 bp. NK: negativni kontrola.
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U reakce vobjemu 20 ul byla opét pozorovana nekonzistentni amplifikace a
vysledky nebyly reprodukovatelné, proto byl objem reakce v dal§Sim pokusu zvySen
o dalsich 10 pl. Zaroven bylo pozorovano, ze u nékterych vzorku, u kterych zabarveni
pri ptimé vizualni detekci naznacovalo negativni reakci (napt. vzorek 4 na obr. 35C),
byla na agarosovém gelu pozorovana pozitivni amplifikace. Pravdépodobné tedy Slo
o pfebytecné nenavazané barvivo SYBR safe, které v piipadé¢ nizS§i koncentrace
amplikontu ,,pfebijelo” vzniklé zluté zabarveni. Pro pfimou detekci bylo tedy pouzito

10x zfedéné barvivo SYBR safe v objemu 1 pl.

Reakce v objemu 30 pl s detekci 10x nafedénym barvivem byla taktéz provedena ve
dvou po sobé nasledujicich dnech (obr. 36). Byla pozorovana vyraznd zmeéna ve
zbarveni reakce, kdy reakéni smés pozitivni reakce méla velmi syté zluté zbarveni a
negativni reakce byla Cervend. V obou dnech byly pozorovany amplifikace ve vSech
replikdtech a amplifikace byla relativné konzistentni, pouze prvni den ve tretim

replikatu (obr. 36B) byla pozorovana vyssi intenzita bandl oproti ostatnim replikatim.
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1000 bp —»

500bp —»

200bp —»

1000 bp—»

500bp —»

200bp —»

Obr. 36 LAMP reakce provedené ve 30 ul s 8 mmol I Mg2+. A) P¥ima detekce pouzitim 1 ul
10x natfedén¢ho SYBR safe. B) Elektroferogram vzorki z ¢asti A. C) Opakovéni reakce
nasledujici den; detekce 1 pl 10x nafedéného SYBR Safe. D) Elektroferogram vzorka
z ¢asti C. 1-4: replikaty stejného Nosema-pozitivniho vzorku. M: marker Gener Ruler
100 bp. NK: negativni kontrola.

4.7.3 FaleSna pozitivita

Po optimalizaci reakce byly pfipraveny zbylé vzorky pro detekci, avSak po prob&hnuti
reakce byly vSechny vzorky vcetné negativni kontroly pozitivni. Kvili podezieni na
moznou kontaminaci, byly vyménény vSechny pouZzivané roztoky, nicméné problém

stale pretrvaval. Byly objednany nové roztoky a byla pouzita Bst 2.0 Warmstart
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polymerasa, ktera by méla omezovat vznik ptipadné nespecifické amplifikace. Byly
pripraveny alikvoty roztokli v objemech pro rizné pocty reakci tak, aby kazdy alikvot
byl pouzit pouze jednou. Pro zamezeni kontaminace laboratofe aerosolizovanymi

amplikony byly zkumavky pied ptidanim detekéniho barviva otevirany v jiné mistnosti.

LAMP reakce snovymi roztoky byla provedena na dvou vzorcich, jednom
Nosema-pozitivnim a jednom Nosema-negativnim. Negativni kontrola byla negativni,

avsak oba vzorky byly vyhodnoceny jako pozitivni (obr. 37).

Obr. 37 LAMP reakce provedena s novymi reagenciemi. C+: Nosema-pozitivni vzorek. C—:
Nosema-negativni vzorek. NK: negativni kontrola.

4.7.4 PCR pro urceni pritomnosti kontaminace

Pro urceni pfitomnosti kontaminace byla provedena PCR reakce, kdy jako templat byly
pouzity vSechny roztoky pouzivané¢ pro LAMP v objemu 1 pl. Pro ujisténi, ze zadny
z testovanych roztoki neinhibuje PCR, byla provedena také reakce obsahujici jak
LAMP reagencie, tak ptidanou vceli gDNA. Roztoky byly testovany na pfitomnost
vceli DNA (EF[-alpha) a na pfitomnost N. ceranae s pouzitim primertd 218MITOC
cilenych na 16SrRNA (obr. 38). Pro ptipad, Ze by kontaminace byla zplisobena pouze
amplikony LAMP, byla PCR také provedena s primery F3 a B3 pouzivanymi v LAMP
cilenymi na gen PTP3 (obr. 39). Predpokladana délka amplikonu dle Primer-BLAST pfi
pouziti primert B3 a F3 pro end-point PCR je 249 bp.
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500 —»

250 —»
150 —»

EF1-alpha (153 bp)

N. ceranae 218MITOC (218 bp)

Obr. 38 Stanoveni pritomnosti kontaminace vceli DNA ¢ DNA N. ceranae v roztocich
pouzivanych pro LAMP. M: marker Generuler 50 bp. NK: negativni kontrola.

&
&@
o QL &
¥ 2 & X \(Q
M € ¥ & & & wn o

N. ceranae F3/B3-NC PTP3 (249 bp)

Obr. 39 Stanoveni pfitomnosti kontaminace zptuisobené¢ amplikony LAMP reakce v roztocich
pouzivanych pro LAMP. M: marker Generuler 50 bp. NK: negativni kontrola. PK:
pozitivni kontrola.
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V zadném z pouzivanych roztok nebyla nalezena kontaminace v¢eli DNA nebo
DNA N. ceranae. Pouze u roztoku dNTPs nebylo mozné spravné zhodnotit piitomnost
kontaminace, jelikoz ptidané dNTPs inhibovaly PCR reakci. V ptipad¢ smési primeril
byl pozorovan vznik amplikon o velikosti cca 40 bp, coz znaci pfitomnost dimerQ

primerd.

4.7.5 Uprava koncentrace primeri

Vzhledem k ptitomnosti velkého mnozstvi dimerti primeri v PCR byly vyzkouseny
LAMP reakce se snizenou koncentraci vSech primerti pro ptipad, ze by jejich vysoka
koncentrace  zpusobovala  faleSnou  pozitivitu.  Pouzivany  primer  mix
(1,6 pmol-1"! BIP/FIP; 0,2 umol-1"" F3/B3; 0,4 umol-1"" LF/LB) byl do LAMP reakce
nafedén 2x a 4%, Ve vysledcich nebyl ale pozorovan rozdil mimo intenzitu banda

(obr. 40), vSechny reakce byly pozitivni.

A) B) kozim:ce fedéni 2x redéni 4x

L L L
r r f

M C C+ NK C €+ NK C C+ NK

puvodni
koncentrace

1000 bp —»

fedéni 2x 500 bp

200 bp

fedéni 4x

Obr. 40 LAMP provedena se snizenymi koncentracemi primerti. C-: Nosema-negativni vzorek.
C+: Nosema-pozitivni vzorek. NK: negativni kontrola.
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S DISKUZE

5.1 Porovnani FTA karet a izola¢niho kitu DNeasy Plant Mini kit

FTA karty jsou pouzivany pro mnoho riznych aplikaci v riiznych odvétvich. Pouzivaji
se rutinn¢ v klinickych laboratofich pro uchovani vzorkt krve nebo mohou byt pouzity
pro uchovani a transport virové RNA z mist, kde je obtizné zajistit optimalni podminky
pro klasické metody (Cardona-Ospina et al., 2019). Pro véeli vzorky vSak FTA karty
nebyly dosud pouZity.

Pti pouziti vzorkl jako jsou listy rostlin je mozné vzorky aplikovat na kartu pouhym
obtisknutim (Thompson & Hrabak, 2018). Tento postup vSak neni mozné aplikovat
u vcel, jelikoz obtisknuti vCely na kartu zplsobuje naruSeni povrchu karty. Takeé
nedosdhneme homogenniho rozmisténi, coz je pro detekci patogent zésadni. Zaroven je
takovy zpusob aplikace neekonomicky z hlediska vyuziti mista na karté. Proto byly
pouzity vceli homogenaty ziskané homogenizaci v homogenizac¢nich sacich, které
umoznovaly jednoduchou a rychlou homogenizaci co nejvétSiho poctu vcel. Po
optimalizaci nanaseni bylo mozné aplikovat na 1 FTA kartu 36 homogenatt vcéel. Pii
vyfezavani vzorki pro PCR pak z kazdého vzorku mohlo byt ziskdno vice jak

20 vytezkil, coz bylo pro potieby této prace vice nez dostacujici.

Pro pouziti k PCR byly stanoveny zéasadni faktory ovliviiujici uspé€snost amplifikace,
kterymi byly spravna velikost karty, dostatecné promyti karty a spravny objem reakce.

Po optimalizaci téchto bodi byly FTA karty uspésn¢ pouzity jako templat pro PCR.

Jedna FTA karta vyjde pfiblizn¢ na 170 korun, coz je tedy cena izolace 36 vzorkl
vCel, bez zapocteni nakladli na dalSi potiebné laboratorni vybaveni. Tato cena je
vyrazn€ niz§i v porovnani s izolaénim kitem DNeasy Plant Mini kit, u kterého izolace
36 vzorkil vyjde pfiblizné na 4 000 korun. Rozdil je také v casové naro€nosti. U FTA
karet je nutné vyckat na vyschnuti homogenatu na karté a nésledné¢ vytezat a promyt
vzorek. Pro 18 vzorki tento proces zabere 1,5 az 2 hodiny. Vyfezané vzorky ale mohou
byt predchystany do PCR zkumavek. Samotny promyvaci proces se suSenim pak zabere
cca 45 min. Izolace 18 vzorkt kitem trva zhruba 2,5 hodiny. Vyhodou izola¢niho kitu je
to, Ze izolace je provedena pouze jednou a nasledné¢ je nutné pouze rozmrazit
uschovanou DNA. U FTA karet je vzdy pfed PCR nutné vénovat €as piipravé vzorku.

Na druhou stranu doba ptipravy reakéni smési pro PCR je u FTA karet kratsi, jelikoZ je
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PCR premix aplikovan pfimo na kartu ve zkumavce a neni potieba pipetovani templatu.
Tim se také mize minimalizovat moznost kiizové kontaminace vzorkd, jelikoz na FTA
kart¢ je DNA imobilizovana, zatimco u izolované DNA muze dojit ke kontaminaci
aerosolizovanou DNA. Samotny postup izolace DNA s pomoci FTA karet je jednodussi
nez s pomoci kitu. Casova naroénost obou metod je ale srovnatelna, jelikoz kazda

predstavuje ¢asové vyhody a nevyhody, pouze v odlisnych krocich.

Vysledky detekce patogenii s pouzitim FTA karet a kitu Qiagen se shodovaly
u 3 z 5 detekovanych patogenti. Pti pouziti FTA karet pro detekci Nosema spp. se FTA
karty ukazaly byt vyrazné lepsi nez kit Qiagen. Z 36 Nosema-pozitivnich vzorkl
(pozitivita stanovena na zakladé mikroskopie) bylo s FTA kartami spravné
identifikovano 35 infikovanych vcelstev, zatimco s kitem Qiagen pouze 4. Je
pravdépodobné, ze spory Nosema spp. jsou piilis odolné a lyzaéni krok v postupu u kitu
Qiagen nebyl dostacujici pro izolaci DNA Nosema spp. Pro uspésnou izolaci DNA
Nosema spp. timto kitem by musela byt provedena optimalizace lyza¢niho kroku,
poptipad¢ 1 krokii néslednych. Vzhledem k cené izolace DNA a uspéS$nosti identifikace
Nosema infekce pomoci FTA karet ale nebyla optimalizace provedena. FTA karty tak
byly vyhodnoceny jako vhodné alternativa DNA izolac¢nich kitt, kterd poskytuje skvélé
vysledky pii pouziti pro detekci patogenti v homogenatech vcel. Lze také fici, Ze prave
v ptipadé¢ Nosema spp. jsou FTA karty casové méné¢ naroCné, jelikoz ptipadné
optimalizacni kroky nutné pro izolaci DNA téchto mikrosporidii kitem Qiagen by

navysily dobu pfipravy vzorku.
5.2 Detekce patogenii a jejich prevalence

U jarnich vcelstev byla pozorovana vyrazné nizsi diverzita patogent oproti vcelstvim
podzimnim. Bylo pozorovano vyrazné zvySeni prevalence N. ceranae na jate oproti
podzimu a snizeni prevalence S. marcescens a L. passim. Zaroven se na jafe snizila
diverzita patogent, kdy vSechny patogeny mimo N. ceranae byly detekovany pouze

v jednom €i v Zddném vcelstvu.

Tyto vysledky se shoduji s vysledky dfive publikovanych studii v riznych zemich.
Naptiklad Emsen et al. (2020) udéavaji, ze v Severni Americe byly nejvyssi miry infekce
N. ceranae, jeji prevalence a zarovei také Zivotnosti spor, zaznamenany na jaie a v 1éte.
NejniZsi byly pozorovany na podzim. V Némecku Gisder et al. (2017) také zaznamenali

nariist prevalence N. ceranae béhem l1éta, kterou pfisuzuji vySSimu proliferacnimu
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potencidlu N. ceranae v teplejSich meésicich. N. apis byla detekovana pouze v jednom
z vySetftovanych vcelstev, coz potvrzuje jiz zdokumentované vytésnovani N. apis
druhem N. ceranae, ktery je vice virulentni. Zaroven byla N. apis detekovéna ve

vzorku, ktery byl pozitivni i na N. ceranae. Tato koinfekce neni velmi Casta.

S. marcescens je oportunnim patogenem, ktery se mize bézné vyskytovat v travicim
traktu vcéel jako soucast mikrobiomu. V této praci byla vyhradné¢ detekovana
v podzimnich vcelstvech, a to v pomérné velké casti z nich (46 %). Tento rozdil mize
byt zplisoben rozdily ve vyZziveé jarnich a podzimnich vcelstev, ktery ovliviiuje diverzitu
mikrobiomu. KesSnerova et al. (2019) naptiklad uvadéji, ze vcéely mohou disponovat

mechanismy, které zvysuji rezistenci vii¢i oportunnim patogeniim v zimnich mésicich.

C. mellificae nebyla detekovana v Zadném vcelstvu, coZ miZe potvrzovat hypotézu,
ze diive Casto detekovana C. mellificae byla ve skuteCnosti jeji piibuznd L. passim
(Schwarz et al., 2015), ktera v této praci byla detekovéna témét ve Ctvrtin€ podzimnich
vCelstev. Tyto vysledky se shoduji napiiklad s vysledky v Japonsku v letech 2018 a
2019, kdy prevalence C. mellificae byla 0 % a u L. passim se v ruznych regionech
pohybovala pfiblizné od 16 do 70 % (Yamamoto et al., 2023). U L. passim se také
uvadi, Ze se hojngji vyskytuje v chladngj§ich mésicich (Vargas et al., 2017). V Ceské
republice ale vroce 2021, zaradili Mraz et al. C. mellificae mezi nejvice zastoupené

patogeny spolu s N. ceranae a L. passim. Naproti tomu N. apis nedetekovali viibec.

Mezi vyskytem patogenti v jarnich a v podzimnich vzorcich vel nebyla pozorovana
statisticky vyznamna souvislost. Vcelstva infikovana danymi patogeny na podzim
nebyla infikovana stejnymi patogeny i na jafe. Vysledky prace poskytuji nova data

o prevalenci patogent a jejich sezonnim vyskytu v ramci celé Ceské republiky.
5.3 LAMP

Metoda LAMP ma potencidl byt levnéjsi a rychlejsi alternativou k PCR detekci véelich
patogeni. Protokol publikovany Lannutti et al. (2020), ktery byl v této préci pouzit pro
LAMP detekci N. ceranae vyuziva izolované DNA z purifikovanych spor. Tento
purifikacni krok je casové a technicky naro¢ny, proto byl v této praci jako templat
pouzit vzorek homogenatu vcel uchovaného na FTA karté. Tato kombinace mize
pfedstavovat velmi rychlou detekéni metodu pouZitelnou pro terénni aplikace. Zaroven

tato kombinace miiZze vice urychlit zpracovani vzorkli z FTA karet, jelikoz je LAMP
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mén¢ citlivd na kontaminanty a je tedy mozné, ze vzorek FTA karty pro LAMP neni

nutné dokonale promyvat jako je tomu u PCR.

Postup LAMP dle autorti pivodni publikace, s rozdilem v templatu, neposkytoval
kyzené vysledky. Vysledky nebyly reprodukovatelné. Po vyzkouseni n¢kolika uprav byl
jako hlavni problém urcen nedostate¢ny objem reakce. Stejny problém byl pozorovan
pti pouziti FTA karet s PCR. Po trojnasobném zvyseni objemu reakce byly ziskany
reprodukovatelné vysledky a byla pozorovdna konzistentni amplifikace v ramci
replikati  stejného Nosema-pozitivniho vzorku. Jelikoz mnoZstvi piidavaného
detekéniho barviva SYBR safe, které autofi uvadgji, bylo pfilis velké a ztézovalo
spravné a rychlé urCeni pozitivni reakce, bylo barvivo nafedéno 10x a pouzZivano
vobjemu 1 pl na 30 pl reakéni smési. S touto Upravou byly pozitivni vysledky
pozorovany jako intenzivné zluté reakce a negativni vysledky cervené. Nebyly jiz

pozorovany oranZové reakce, obtizné€ rozliSitelné od negativni kontroly.

Po této optimalizaci se LAMP jevila jako velmi rychld, jednoducha a piesna metoda
pro detekci N. ceranae. Pti pokusech o aplikaci metody na zbylé testované vzorky byla
ale pozorovana amplifikace jak v pozitivnich vzorcich, tak ve vzorcich negativnich a
1 v negativni kontrole. Pouzivané roztoky byly testovany pomoci PCR na pfitomnost
kontaminace, nicmén¢ Zadna nebyla nalezena. Pouziti Bst 2.0 Warmstart polymerasy a
snizeni koncentrace primerti pro zamezeni nespecifické amplifikace rovnéz nevyftesilo
pritomny problém. Metoda tedy vyzaduje dal$i optimalizacni kroky, aby mohla byt

uspésné pouzivana pro diagnostiku vcelich patogenti.

Problémy v reakci mohou byt zpiisobeny designem primert, kdy primery bud’ nejsou
dostatecn¢ specifické nebo jejich sekvence zptsobuje vysokou Sanci formace dimerda.
Kromé& koncentrace primerit mize byt také pro zamezeni nespecifické amplifikace
vyzkouSena Uprava koncentrace Bst polymerasy a MgSOs, popiipadé mize byt
upravena teplota reakce. Jako posledni mtize byt vyzkouSeno ptidani TMAC. Nicméné
vzhledem k tomu, Ze pfi optimalizaci metody nebyl pozorovan problém a negativni
kontroly byly ¢isté, je mozné, ze problém mohl byt zplisoben dosud neidentifikovanou

pfi¢inou, napf. kontaminaci.
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6 ZAVER

Tato diplomova prace byla vénovana detekci vcelich patogentt pomoci PCR a ji

podobnych metod. Byla vypracovana literarni reSerSe o metodach amplifikace

nukleovych kyselin, pouzivanych pro diagnostiku patogent a paraziti. Hlavni pozornost

byla déna reserS$i o metod¢ LAMP a jejim vyuziti. Dale byla vypracovana literarni

reSerSe o FTA kartach pouzivanych pro uchovani a izolaci DNA. V experimentalni ¢asti

byla feSena detekce vybranych véelich patogenti v podzimnich a jarnich odbérech ze

vCelstev, s pouzitim riznych metod izolace DNA a jeji néasledné detekce. V ramci

experimentu bylo dosazeno téchto vysledki:

1.

Bylo optimalizovano pouziti FTA karet pro uchovani DNA z homogenatii véel a
jejich nasledné zpracovani pro PCR aplikace. FTA karty byly vyhodnoceny jako
vhodna alternativa komerc¢nich kitd pro izolaci DNA. Jejich vyhodou je
piredev§im jednoduché zpracovani, cena a moznost uchovéani pii laboratorni
teplote.

Pomoci end-point PCR bylo detekovano 5 vybranych patogenti: N. ceranae,
N. apis, C. mellificae, L. passim a S. marcescens. Byly porovnany vysledky
ziskané s pouzitim FTA karet a DNA-izola¢niho kitu Qiagen, kdy se ukazalo, ze
pro detekci Nosema spp. jsou vhodné&jsi FTA karty, jelikoz bylo s jejich pomoci
spravné detekovano vyrazné vysSi procento Nosema-pozitivnich vzorkl oproti
kitu Qiagen (97,2 % vs. 11,1 %). Vysledky detekce zbylych patogenii se
shodovaly.

Patogeny byly detekovany v 50 vcelstvech z podzimu 2020 a ve 35 vcelstvech
zjara 2021. Byla vypocitana prevalence patogenii v obou ro¢nich obdobich a
bylo pozorovano vyrazné zvySeni prevalence N. ceranae v jarnich vzorcich
oproti podzimnim. Naproti tomu doslo ke snizeni vyskytu S. marcescens a
L. passim. C. mellificae nebyla detekovdna v zddném vcelstvu, N. apis pouze
v jediném.

Byla vyzkouSena LAMP metoda pro detekci N. ceranae s pouzitim FTA karet.
Byl upraven objem reakce, koncentrace MgSOs a mnoZzstvi piidavaného
detek¢niho barviva SYBR safe pro optimalni pribéh reakce a spravné urceni
pozitivniho vysledku.

U LAMP reakci byly pozorovany faleSné pozitivni vysledky zpusobené
kontaminaci ¢i nespecifickou amplifikaci.
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6. Metoda LAMP ma potencidl byt v kombinaci s FTA kartami levnou a rychlou
metodou detekce vcelich patogenti. Pro rutinni zavedeni metody v laboratofi je

ale nutné provést dalsi optimaliza¢ni kroky.
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smyckovy zadni primer

smyckovy ptedni primer

hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci
za UcCasti matrice s analyzatorem doby letu

techniky amplifikace nukleovych kyselin

amplifikace zalozena na sekvenci nukleové kyseliny

,Odds ratio* (pomér Sanci)
polymeréazova fetézova reakce
,point-of-care testing*

PCR v redlném case (kvantitativni PCR)
amplifikace otaCivou kruznici
rekombinasova polymerasova amplifikace
LAMP s reverzni transkripci

PCR s reverzni transkripci

amplifikace vytésiiovanim fetézce
,»single-strand DNA-binding protein®
jednovldknova DNA

stopkovy zadni primer

stopkovy pfedni primer

Svétova zdravotnicka orgnizace
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